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INTRODUCCIÓN 

El cáncer de mama a nivel mundial es la principal causa de muerte por cáncer  en 

mujeres. En Estados Unidos,  se encuentra como la segunda causa de mortalidad 

por cáncer en mujeres de manera global, pero la principal entre las edades de 40 a 

59 años. En el 2009  se diagnosticaron 182,460 casos con 40,480 muertes .(1) La 

probabilidad de desarrollar un cáncer de mama de manera global es de 1 en 8 

mujeres,.(2) En nuestro país, esta neoplasia ha superado al cáncer cervicouterino  

como causa de muerte por cáncer en mujeres, a partir del 2006, y la incidencia 

actual  es de 8 por 100,000 habitantes.(3) 

 

Subtipos De Cáncer De Mama 

Más del 95% de las lesiones malignas de mama surgen de elementos epiteliales 

mamarios (carcinomas) y estos comprenden un diverso grupo de lesiones las 

cuales difieren en apariencia microscópica y en su comportamiento biológico 

aunque se tratan como una sola entidad. El 76% corresponden a carcinomas de 

tipo ductal.(4,6) 

El cáncer de mama además se divide en los dos grupos principales: Cáncer de 

mama in situ y cáncer de mama invasor en relación a la invasión o no del estroma 

subyacente y este último puede presenterse como localizado o como enfermedad 

diseminada.  Esta diferencia en  en estadio a la presentación de la enfermedad (in 

situ, invasor localizado e invasor metastásico)  es  el principal factor pronóstico con 

tasas de supervivencia global a 5 años del 90% en estadio I en comparación con 

un 18% en el estadio IV.(5,6) 

Además del estadio al diagnóstico,  el estado ganglionar a la presentación es otro 

factor pronóstico importante y existen otros factores que contribuyen a determinar  

no sólo el riesgo de recurrencia y  la probabilidad de supervivencia sino también 

proporcionan información que nos ayuda a predecir la respuesta del tratamiento, 

como es el caso de la determinación de los receptores hormonales  que predicen 
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respuesta a fármacos com el tamoxifeno o inhibidores de aromatasa ó  el receptor 

de factor de crecimiento epidérmico HER2,  el cual se encuentra sobreexpresado 

en un 20% de las pacientes y aunque es un factor pronstico adverso,por otro lado 

predice respueta a la terapia con  los anticuerpos monoclonales:  trastuzumab y 

lapatinib. Estos factores son determinados en la muestra de tejido y proporcionados 

en el reporte de histopatología. (5, 7-12) 

El perfil molecular, basado en variaciones en la expresión de genes ha sido usada 

para caracterizar al cáncer de mama más allá del convencional tipo histológico, 

grado de diferenciación y análisis de inmunohistoquímica de receptores 

hormonales o de sobreexpresión de HER2. La taxonomía resultante ha definido al 

cáncer de mama en subtipos intrínsecos para incrementar la capacidad de predecir 

los resultados clínicos y la respuesta al tratamiento (Fig 1) (13) 

Fig 1.Subtipos de cáncer de mama en base al perfil de expresión génica. 

 

  

Debido a que el cáncer de mama  es una enfermedad multifactorial y compleja, el 

estudio y comprensión de su comportamiento biológico por medio de la 

identificación de los mecanismos de iniciación del tumor y de expresión de 

marcadores pronósticos son actualmente  de importancia para los nuevos 

abordajes terapéuticos.  

 

 

Tipo Frecuencia Expresión de Receptores Pronóstico 

Luminal A 40% RH+++/HER2- Buen px 

Luminal B 20% RH+/HER2 +- Px variable 

Basaloide 15-20% RH-/HER2- Pobre px 

Tipo HER2 10-15% RH-/HER2+++ Pobre px 
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Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 
(PDGFR). 

Además de que se sabe que  factor de crecimiento epidérmico HER2 tiene un 

papel importante en la señalización relacionada con la proliferación y 

supervivencia celular en el cáncer de mama, se han realizado estudios sobre otros 

receptores y sus vías y sus ligandos relacionados a las proteínas de tirosina 

cinasa tales como el c-Kit, VEGFR (Receptor del Factor de Crecimiento del 

Endotelio Vascular), EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico), y 

PDGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas) entre otros. 

Este último es un miembro de los receptores de la misma familia de tirosinacinasa 

cuyo ligando es el factor de crecimiento derivado de plaquetas. Las dos clases de 

este receptor  son PDGFRα   y  PGFRβ y a este último se le relaciona con mayor 

frecuencia en la  patogénesis del cáncer de mama. 

La unión del ligando induce dimerización del receptor, el cual lleva a activación del 

dominio de torisinacinasa intrínseco por  fosforilación  y subsecuente  

reclutamiento de proteínas de señalización que contienen el dominio SH-2. 

Finalmente, la activación de esta vía lleva a respuesta celular, como proliferación y 

migración (14-16) 

  

Fig 2. Receptor de Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas  
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PDGFR y Cáncer De Mama. 

En las ultimas dos décadas, se ha mostrado que PDGF y  PDGFR están 

involucrados en el desarrollo y progresión del cáncer humano a través de 

estimulación  tanto autócrina como parácrina. Tanto el PDGF como el PDGFR 

están involucrados en el cáncer por mutaciones que pueden llevar a un 

incremento en los niveles de PDGF ó en actividad de PDGFR pero retienen su 

estructura y función.   

PDGFRβ , es expresado tanto por las células del cáncer de cáncer de mama como 

las células endoteliales asociadas al tumor en el 69.7% de los casos . También se 

ha observado expresión en el estroma adyacente sugriendo una estimulación 

parácrina del tejido estromal. Esta expresión en el cáncer invasor es 

comparativamente mayor que en el tejido normal o las condiciones premalignas. 

Se ha observado que existe relación entre la  progresión tumoral y la angiogénesis 

inducida por la señalización de PDGFR en cáncer de mama, y esto se ha visto 

también en otros tumores como  el cáncer de próstata, donde la expresión de 

PDGFR se asoció con progresión tumoral y la sobreexpresión se encontró más en 

las metástasis (14, 16) 

 A pesar de estos hallazgos, la inhibición de señalización de PDGFR ha sido poco 

estudiada como un potente blanco para el tratamiento del cáncer de mama. Por lo 

que sería importante investigar más allá del uso de inhibidores específicos que 

intervengan en el crecimiento tumoral, agresividad y las metástasis. 

 

Imatinib.   

El mesilato de Imatinib (Gleevec) es un inhibidor de tirosina cinasa competidor de 

los sitios de ATP específicos tales como Brc-Abl,  (causante de la leucemia 

mieloide crónica, (LMC)),  C-Kit, y PDGFR.  (fig 3). Está aprobada para el 

tratamiento de la LMC, y tumores del estroma gastrointestinal (GIST). Estudios in 

vitro han mostrado inhibición de la proliferación celular de manera dosis 

dependiente  en líneas celulares de cáncer de mama y se han llevado a cabo 

pocos estudios del efecto del imatinib sólo o en combinación con quimioterapia en 

pacientes con cáncer de mama metastásico con tumores con expresión de 

PDGFRβ poniendo en duda su utilidad (16,17) sin embargo,  no existen estudios con 
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combinación con drogas más activas como la doxorrubicina o taxanos, salvo 

resultados preliminares en lineas celulares que muestran un efecto aditivo del 

imatinib con vinorelbine o  doxorrubicina (18, 19). 

 

 

                   
Fig 3. Mecanismo de acción del Mesilato de Imatinib. (Inhibidor  de Tirosincinasa, por 

unión competitiva a los sitios de ATP) 

 

Heterogeneidad Tumoral 

A principios de los años 80´s se llevaron a cabo diversos estudios que mostraron 

que existía una llamativa variabilidad entre las células dentro de un mismo tumor, 

Esta variabilidad ha sido en relación a su tamaño, morfología expresión antigénica, y 

composición de membrana así como en comportamiento tal como la tasa de 

proliferación, interacción célula-célula, propensión a metastatizar y sensibilidad a la 

quimioterapia. Esa heterogeneidad tumoral complica el estudio y el tratamiento del 

cáncer debido a que las muestras del tumor pueden no ser representativas del 

conjunto, y porque sus orígenes son poco claros (20-22) 

Dos actuales ideas que intentan describir el establecimiento y mantenimiento de la 

heterogeneidad del tumor  son las hipótesis de la célula madre del cáncer  y el 

modelo de evolución clonal. (22) 

El modelo de la evolución clonal de la heterogeneidad tumoral plantea que las 

células del cáncer sobre el tiempo adquieren varias combinaciones de mutaciones y 
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cambios epigenéticos dentro de un tumor y que  existe  selección natural gradual 

para las más aptas,  y que las más agresivas  conducen a la progresión tumoral. De 

acuerdo a esta idea, la iniciación tumoral tiene lugar una vez que múltiples 

mutaciones han ocurrido  en una sola célula aleatoria, proporcionándole una ventaja 

de crecimiento selectiva sobre las células normales adyacentes. Como la progresión 

tumoral, la inestabilidad genética y la proliferación descontrolada permiten la 

producción de células con mutaciones adicionales y por lo tanto nuevas 

características. Esas células pueden llevar a un gran número de descendientes al 

azar, o las nuevas mutaciones pueden ofrecer una ventaja en el crecimiento sobre 

otras células tumorales tales como resistencia a la apoptosis. En cualquier caso,  

nuevas subpoblaciones de las variantes celulares están naciendo, y otras 

subpoblaciones pueden morir, resultando en heterogenidad tumoral. Aunque este 

proceso, el cual ocurre a través del curso de la vida de un tumor, cualquier célula de 

cáncer puede potencialmente convertirse en tumorigénica,  invasora y causar 

metástasis o convertirse en resistente a las terapia y causar recurrencias. 

 

Fig 4. Representación del Modelo de Evolución Clonal. Adquisición de distintas mutaciones y 

cambios epigenéticos que ocasiona un estado de selección gradual para la proliferación de las más 

aptas. 

 

La hipótesis de las células madre del cáncer establece que solo un particular 

subgrupo de células tumorales con propiedades parecidas a las células madre 

llamadas “celulas madre del cáncer” originan la iniciación, progresión y recurrencia 
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tumoral. Por definición, esas células tienen capacidad para autorenovarse 

indefinidamente y de diferenciarse, características de las células madre adultas 

normales. Su autorenovación y diferenciación lleva a la producción de todos los tipos 

de células del tumor, de tal modo que genera la heterogeneidad tumoral. Mientras 

tanto, las otras células en un tumor no tienen la capacidad de autorenovarse y no 

pueden diferenciarse para producir todos los tipos de células tumorales. Las células 

madre de cáncer se cree que surgen de las células madre o células progenitoras 

normales de un órgano y que persisten como una pequeña fracción de las células en 

un tumor. También, de acuerdo a la hipótesis de las células madre del cáncer, la 

progresión tumoral es un resultado de la diseminación metastásica de esas células, y 

la recurrencia del cáncer es causada por su resistencia a la terapia (22- 27). 

 
Fig 5. Modelo de Heterogeneidad de Células Madre.  Izquierda. La célula iniciadora de tumor 

(Célula Madre de Tumor) tiene la capacidad de autorenovarse o diferenciarse en  células no 

tumorigénicas.  Derecha. Las células de cáncer con expresión de CD44+/CD24-/baja son 

tumorigénicas a diferencia de células  con CD24+.  

 

Esta teoría se reforzó cuando, un marcador asociado con las células madre normales 

(CD44), fue utilizado para identificar a las células madre del cáncer de mama en 2003. 

Este fue el primer tumor sólido  de aislamiento de células madre del cáncer. 

Particularmente, se mostró que  las células del cáncer  de mama tenían un fenotipo 

CD44+/CD24-/bajo, podían eficientemente formar tumores que contienen un arsenal de 
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tipos de células similares a la encontradas en las muestras de carcinoma originales  

cuando se inyectan a ratones inmunodeficientes, mientras que las células del cáncer 

CD44-/CD24+, no pudieron. Reforzando estos hallazgos, otros han mostrado que  las 

células de los cánceres de mama y próstata  que expresan CD44 son tumorigénicos y 

tienen propiedades de células progenitoras (23). 

 Aunque tienen distintos fundamentos, las dos teorías sostienen que sólo pocas 

poblaciones dentro de un tumor serán capaces de proliferar y de sostener el 

crecimiento tumoral y que son las responsables de las recurrencias o de la progresión 

en las pacientes con cáncer de mama. 

 

Modelos experimentales en cáncer de mama 

Lineas celulares de Cáncer de mama. 

Una considerable parte de nuestro conocimiento de los carcinomas de mama está 

basado en estudios in vivo o in vitro llevados a cabo con líneas celulares de cáncer de 

mama (LCCM) comerciales. Estas proporcionan una fuente ilimitada de material 

homogéneo de autorreplicante, libre de contaminación de células estromales, y son 

fácilmente cultivadas en un medio estándar simple. La primera línea celular descrita, 

la BT-20, fue establecida en 1958. Desde entonces, y a pesar  del trabajo sostenido 

en ésta área, el número de permanentes líneas obtenidas ha sido llamativamente  

bajo  (aprox 100), Muchas de las actualmente usadas fueron establecidas a finales de 

los 1970´s, sin embargo, muy pocas, llamadas MCF-7, T-47D, y MDA-MB-231 dan 

cuenta de más de dos tercios de todos estudios reportados en donde mencionan  las 

LCCM (28) 

La mayoría de las LCCM provienen de tumores metastásicos, principalmente de 

derrames pleurales debido a la poca probabilidad de contaminación con fibroblastos u 

otras células del estroma, ya que los intentos para cultivar células provenientes de 

tumores primarios han sido la mayoría de las veces un fracaso (tasas de éxito 0.7-

10%). La pobre eficiencia para mantener las líneas celulares de tumores primarios 

con frecuencia se ha explicado por dificultades técnicas asociadas con la extracción 

de células tumorales viables de su estroma circundante. (28-29) 
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A pesar de los beneficios que han aportado a la investigación las líneas celulares 

comerciales, se ha observado que son propensas a cambiar  tanto en el estado 

hormonal, cariotipo, clonogenicidad, durante los cultivos continuos  y se ha 

cuestionado si realmente son representativas de los tumores primarios originales.(28-29) 

Esto es una causa de frecuente preocupación especialmente si tales líneas celulares 

son vistas como un modelo válido para evaluar la fisiopatología del cáncer de mama 

y/o la probabilidad de respuesta a las nuevas terapias. 

Otra desventaja de las líneas celulares que algunos sostienen, es que probablemente 

son menos representativas de la heterogeneidad intratumoral de un tumor primario,  

siendo líneas purificadas,  y que además, provienen de tejido metastásico y no de 

tumores primarios en su mayoría, lo cual hace más probable el no contar  con las  

características del tumor original. 

 Cultivos primarios de Cáncer de mama. 

Una alternativa a las líneas celulares,  es la preparación de células derivadas de 

cultivos primarios  de tumores malignos. Esto tiene como ventaja el que no solo son 

células directamente aisladas del sitio del tumor, sino que también  la detallada 

patología está disponible para permitir las características  del cultivo y  compararlo 

con el tumor original. Por lo general,  tales cultivos pueden ser establecidos ya sea 

como explantes, en los cuales las poblaciones celulares mixtas crecen fuera del tejido 

desde fragmentos pequeños del tejido, o como poblaciones enriquecidas de tipos 

celulares definidos.(29) 

Existen muchos beneficios  de usar cultivos primarios enriquecidos. En algunos casos 

las células solamente se mantienen en cultivo por un finito periodo de tiempo, y ellas 

tienen poca oportunidad de someterse a transformaciones que son vistas en los 

cultivos de líneas celulares inmortalizadas. Sin embargo, existe la posibilidad de que 

las células aisladas del tumor primario de cáncer de mama se comporte de manera 

diferentemente en cultivos  cuando se compara con su respuesta cuando ellos son 

parte de un tejido/órgano, debido a que las interacciones célula-célula que existen en 

tejido pueden perderse in vitro y frecuentemente las células sólo sobrevivirán dos o 



14 
 

tres pasajes. Además, existe dificultad de investigar cultivos primarios en cáncer de 

mama debido a que se el tumor es heterogéneo y no es posible llevar a una clara 

distinción entre el tumor cultivado del epitelio normal en el cultivo. 

Por esta dificultad de mantener viables células de un cultivo primario no existe debate 

de  que las líneas celulares comerciales establecidas continúen siendo utilizadas 

como modelos de investigación de cáncer de mama. Sin embargo, se sabe que de 

estas, las provenientes de tumores primarios son una valiosa herramienta de 

investigación .(29)  

Modelos animales de cáncer de mama. 

Aunque el cultivo in vitro de  líneas celulares  de cáncer de mama establecidas  es 

probablemente el modelo más ampliamente utilizado para la evaluación clínica y 

preclínica, tiene limitaciones en cuanto a que no contiene células estromales y,  la 

falta de  una estructura tridimensional. Esas limitaciones lo hacen poco representativo 

de un cáncer real.  Los modelos animales en los cuales el estroma y la estructura 

están presentes son útiles, ya que poseen biomarcadores genéticos y otras 

anormalidades similares a  los de los tumores  en humanos. La vía más directa para 

llevar esto es en la fusión de modelos humanos-animales en la forma de tejidos 

heteroinjertados, implantados ya sea heterotópicamente (subcutáneo) u 

ortotópicamente (en tejido adiposo mamario). (30) 

Modelos de xenoinjertos  

 La formación de tumores en ratones inmunodeficientes originados  de  líneas 

celulares de cáncer de mama fue primero reportado por Isaacson y Cattanach en 

1962. Sin embargo, la complejidad del procedimiento utilizado para originar ratones 

inmunodeficientes silvestres, una combinación de cirugía (timectomía) radiación y/ó 

fármacos, hizo este abordaje no utilizado ampliamente hasta la introducción de los 

ratones mutantes desnudos, los cuales actualmente son los modelos de investigación 

más comúnmente utilizados en  experimentos de xenotransplantes. Los ratones 

desnudos tienen una mutación autosómica recesiva en el  cromosoma 11 que causa  
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una falla de crecimiento de cabello y otros defectos, incluyendo disgenesia epitelial 

atímica, lo cual los hace deficientes de células T.  

El cáncer de mama es uno de los tumores más difíciles de injertar en animales 

experimentales, incluyendo ratones desnudos. Las tasas de éxito reportadas van de 

un 7 a 20% (30) con diferencias consideradas por el sitio de implantación (ortotópico 

siendo mejor), la edad y la cepa del raton utilizado y si se utiliza suplementación 

hormonal (ratones desnudos tienen bajos niveles de estrógenos comparados con los 

humanos). Los xenoinjertos transplantables en serie son muy raros y además las 

tasas de éxito con células de tumores primarios son aún más difíciles que en las 

líneas celulares.  (31).  Sin embargo, con el hallazgo de los subgrupos de células  

inmunofenotípicamente distintas (CD44+/CD24-) dentro de los tumores primarios de 

mama  las tasas de éxito esperadas de xenoinjertos son mayores, debido a que son 

las subpoblaciones únicas capaces de generar tumores, y pueden ser identificadas. 

Además, actualmente se utilizan  la suplementación con estrógenos, y materiales de 

componentes de matriz de tejido de membrana basal (metrigel) para incrementar la 

probabilidad de crecimiento tumoral en injertos. (29-31) 

Existen actualmente muchos modelos de xenoinjertos disponibles para uso de la 

investigación en cáncer. La mayoría de ellos son derivados de líneas celulares 

establecidas y espontáneamente  o por ingeniería genética inmortalizan las células 

epiteliales normales de cáncer. Entre las más comúnmente utilizadas están la 

MCF10AT y la MCF-7, probablemente por su fácil uso y la abundante información 

disponible de esas líneas de los estudios previos in vitro. Sin embargo, el uso de 

líneas celulares establecidas como fuente de modelos de xenoinjertos lleva a varias  

cuestiones. Las células  han sido adaptadas a crecer en cultivos  mucho tiempo y 

como ya se mencionó, con la probabilidad de cambios en los patrones de expresión y 

proliferación, además  es probable que tengan diferentes requerimientos ambientales 

que las células de un tumor primario y esto podría impactar en  la viabilidad y en su 

comportamiento en el modelo murino. (30-31). 

En virtud de todo lo anterior,  y conociendo que el cáncer de mama es una enfermedad  

multifactorial y compleja, se realizó el siguiente trabajo, con la finalidad de investigar la 
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heterogeneidad tumoral utilizando un cultivo primario de cáncer de mama, mediante la 

caracterización de distintas subpoblaciones celulares de este cultivo, por medio de la 

identificación de la expresión de receptores hormonales y de factores de crecimiento. 

Por otra parte se determinó si existen diferencias entre estas subpoblaciones en cuanto 

a su velocidad de proliferacion, sensibilidad  a quimioterapia y  terapias blanco, y a su 

capacidad tumorigénica.  
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ANTECEDENTES DEL TRABAJO 

En diciembre de 2004 se hizo el diagnóstico de cáncer de mama  en estadio IIIA 

en una paciente postmenopáusica (65 años). El tamaño inicial del tumor era de 4 x 

3 cm de diámetro, con ganglios axilares positivos fijos.  El diagnóstico 

histopatológico fue de un carcinoma ductal infiltrante SBR 3+1+1 bien 

diferenciado, con Receptores de Estrógeno Positivos en un 90% (+++), 

Receptores de progesterona  Positivos en 90% (+++) y Her2Neu +++ >10%. La 

paciente fue sometida a neoadyuvancia con quimioterapia a base de Epirrubicina, 

Ciclofosfamida y 5-fluoracilo  (Esquema FEC 75) por 4 ciclos, con 4 ciclos más de 

Paclitaxel trisemanal.  Con dicha quimioterapia la paciente presentó respuesta 

parcial con tumor residual de 1.5 cm y fue sometida a mastectomía debido a 

multicentricidad y a biopsia de ganglio centinela en julio de 2005.  Recibió  

radioterapia adyuvante y posteriormente tamoxifeno, el cual toma hasta la 

actualidad. No se pudo dar adyuvancia con trastuzumab por motivos económicos. 

Generación de Cultivo Primario: 

En la Unidad de bioquímica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

(INCMN) se realizó un cultivo primario por explantes de una muestra de dicho 

tumor. (Aprobación del comité de ética con la REF 159). Brevemente, el  tejido fue 

cortado en trozos pequeños y sembrado como explantes y sembrado en RPMI-

1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. Las células se dejaron crecer  

hasta la saturación del plato de cultivo. Estas células fueron tripzinizadas y 

mantenidas como cualquier línea celular. La inmortalización se asumió después de 

mantenerlas en crecimiento continuo in vitro por más de dos meses. 

Posteriormente se llevó a cabo la segregación celular a partir del método de 

dilución limitante, el cual se llevó a cabo mediante diluciones continuas de tal 

forma que la concentración de células por volumen de suspensión llegara a 1 sola 

célula por volumen. Este volumen se colocó en placas de 96 pozos (1 célula por 

pozo) dejándola proliferar para posteriormente aislar la población desarrolladas.  
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JUSTIFICACIÓN 

 
La investigación convencional en cáncer de mama se lleva a cabo por lo general a 

través de líneas celulares comerciales establecidas,  que crecen en medios de 

cultivo adaptados, y  provienen en la mayoría de los casos, de tumores 

metastásicos. Existe la cuestión de  si éstas células realmente representan a las  

células de los tumores primarios de las cuales se originaron debido a los cambios 

que se ha observado que  pueden presentarse  durante la progresión  o 

recurrencia tumoral y a la diversidad de las  células dentro de un mismo tumor. 

Aunque estas líneas se han ido caracterizando con respecto a la expresión tanto  

de receptores hormonales como de  los  receptores de los factores de crecimiento 

que  participan en la patogénesis neoplásica, y  se ha ido identificado su 

comportamiento in vivo en modelos murinos, podría ser de utilidad estudiar  de la 

misma manera, células originadas de un tumor primario, subrayando sus 

diferencias en cuanto a  los patrones de expresión de dichos receptores,  en su  

proliferación, sensibilidad a la terapia antineoplásica y  en su capacidad 

tumorigénica in vivo, con la finalidad de  establecer subpoblaciones celulares útiles 

como herramientas de estudio, con respecto al  comportamiento del  cáncer de 

mama, e iniciar protocolos con nuevas terapias en modelos murinos. 
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OBJETIVO PRIMARIO 

1) Caracterización de distintas poblaciones de células de un cultivo primario  

de cáncer de mama. 

 

 

 

 

OBJETIVOS SECUNDARIOS 
1) Cuantificar la expresión de Receptores hormonales (RE y RP)  y de factores 

de crecimiento (PDGFR y Her2) 

2) Determinar la velocidad de crecimiento de  las células con distintos 

fenotipos identificados  

3) Evaluar la susceptibilidad de las diferentes clonas a antraciclenos y a 

terapia anti- PDGFR y  anti-HER2 (con Imatinib y Lapatinib 

respectivamente). 

4) Evaluar la tumorigenicidad de las clonas del cultivo primario, por inoculación 

en ratones desnudos. 
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HIPÓTESIS 
 

 

En diferentes subpoblaciones de células de un tumor primario de cáncer de mama 

existe diferencia en la expresión de receptores hormonales y de factores de 

receptores de crecimiento y en su comportamiento y sensibilidad a quimioterapia y 

terapias blanco tanto in vitro como en modelos murinos. 

 
 

HIPÓTESIS NULA. 
 

En diferentes subpoblaciones de células de un tumor primario de cáncer de mama 

no existen diferencias  en la expresión de receptores hormonales o de factores de 

receptores de crecimiento ni en su comportamiento y sensibilidad a quimioterapia 

y terapias blanco  tanto in vitro como en modelos murinos 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Caracterización de las subpoblaciones  del tumor. 

Reactivos 

1. Anticuerpos primarios: 
a. Anti-Receptor de Estrógenos (Cell Marque)  de conejo 

b. Anti-Receptor de Progesterona (Cell Marque) de ratón 

c. Anti-HER2 (Millipore) de ratón 

d. Anti-Tubulinas (Santa Cruz Biotechnology)  de ratón 

e. Anti-PDGFR (Santa Cruz Biotechnology) de conejo. 

 

2. Anticuerpos secundarios 
a. Thermo scientific cabra anti-conejo. 

 
3.  Fármacos  

a. Doxorrubicina (Sigma-Aldrich),  
b. Imatinib (Novartis)   
c. Lapatinib (GSK)  

 

Cultivo de Líneas celulares. 

Cultivo de Células de Cáncer de Glándula Mamaria. Las línea celular MCF-7, el 

cultivo primario MBCDF y sus subpoblaciones fueron mantenidas en medio de 

cultivo RPMI-1640 libre de rojo fenol (MicroLabs S.A. México) suplementado con 

10% de suero fetal de bovino, antibióticos y antimicóticos. El cultivo celular 

MBCDF fue generado a partir de explantes derivados de una biopsia obtenida a 

partir de una mastectomia radical (Protocolo aprobado por el Comité de Etica del 
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán” Ref:159). 

Brevemente, el tejido fue cortado en trozos pequeños y sembrados como 

explantes y sembrados en RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal de 

bovino. Las células se dejaron crecer hasta que llenaron el plato de cultivo. Estas 

células fueron tripsinizadas y mantenidas como cualquier línea celular. La 

inmortalización se asumió después de mantenerse en crecimiento continuo in vitro 

por más de dos meses. 

 

Ensayo de Western Blot. 

Las células fueron sembradas en cajas de petri en medio RPMI-1640 libre de rojo 

fenol con 10% de suero fetal de bovino. Se dejó que la células tuvieran una 

confluencia del 100% y posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se 

dejaban 24 horas en medio de RPMI-1640 libre de rojo fenol con 10% de suero 

fetal bovino.  

Posteriormente se lisaron en buffer de lisis que contiene 50 mM HEPES (ph 7.4), 1 

mM EDTA, 250 mM NaCl, 1% de Nonidato P-40, 10 mM NaF, 1 mM Vanadato de 

Sodio y 1X mezcla de inhibidores de proteasa (Complete, EDTA-free, Roche). 

Treinta microgramos de proteína fueron sometidos a una electroforesis en un gel 

de policramida desnaturalizante y se transfirió a una membrana Immobilon-P 

PVDF (Millipore Corp Bedford, MA). La membrana se bloqueo 1h con leche 5% en 

PBS-Tween. Posteriormente se incubó con los anticuerpos primarios anti- PDGFR, 

RE, RP y HER2 toda la noche a 4 °C. Se incubó con el anticuerpo secundario 

correspondiente por 45 min. La señal fue visualizada por quimioluminiscencia y se 

expuso a una película radiográfica (Kodak).  
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Ensayos de Proliferación celular 

Se realizaron ensayos de proliferación celular con la finalidad de identificar la 

velocidad de crecimiento de cada fenotipo de clona aislada.  

Para cada subpoblación celular elegida, se  sembraron un número basal de 

células por pozo de 1,500/cm2 en 5 pozos y por triplicado,  en 3 experimentos 

distintos, en una placa  de 48 pozos y se obtuvieron evaluaciones en los días 0,1,  

3, 5, 7, fijando las células a estos tiempos con glutaraldehido al 1.1% en PBS por 

20 minutos, y posteriormente se tiñeron con la técnica de cristal violeta y lavadas 

con agua para eliminar el exceso del colorante.  Se les colocó ácido acético al 

10% para disolver el colorante y posterior a 15 minutos se determinó la 

absorbancia con la lectura de un espectofotómetro de ELISA. Posteriormente  se 

realizaron las curvas de viabilidad celular.  

  

Fig. 6. Ensayo de Proliferación celular 

 

ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

Se realizaron estudios de citotoxicidad con los el antineoplásico Doxorrubicina, y 

los anticuerpos monoclonales anti PDGFR y antiHer2  Imatinib  y Lapatinib 

respectivamente. También se realizó un ensayo de citotoxicidad con la 

combinación de Imatinib con doxorrubicina para evaluar el sinergismo de ambos 

como ha sido sugerido en estudios previos. 
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Citotoxicidad con Doxorrubicina 

Se sembraron un número de 7,500 cel/cm2  (por pozo) de cada una de las clonas,  

realizándose por  7 pozos  por triplicado. 24 horas después se les agregó 

doxorrubicina a diferentes concentraciones: (0, 0.001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, y 10 

micromolar) y se dejó actuar el fármaco por 24 horas a 37 grados. 

Posteriormente se detuvo el experimento fijando las células con glutaraldehido al 

1.1%  en PBS y posteriormente se realizó la tinción con cristal violeta, el lavado 

con ácido acético y la lectura en el espectofotómetro como previamente se 

describió. Se realizaron curvas de citotoxicidad. 

 

Fig. 7. Ensayo de Citotoxicidad con Doxorrubicina 

 

Citotoxicidad con Lapatinib 

Con la misma metodología  y con un número sembrado de células de 7,500/cm2 

se realizaron 3 experimentos de citotoxicidad por lapatinib por triplicado a 

concentraciones de 0, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1 y 5 micromolar. Y se dejó actuar el 

fármaco por 48 horas. Posteriormente se fijaron las células, se tiñeron con cristal 

violeta y se midieron con lector de ELISA conforme al protocolo ya descrito.  
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Citotoxicidad con Imatinib 

Se realizó ensayo de citotoxicidad por triplicado con imatinib a concentracions de 

0, 0.01, 0.1,1, 5, 10 y 50 micromolar y se dejó actuar el fármaco por 48 horas para 

posteriormente continuar con el protocolo previo y realizando las curvas de 

citotoxicidad. 

Citotoxicidad combinación Imatinib-Doxorrubicina 

Se realizó ensayo de citotoxicidad con la combinación de Imatinib a 

concentraciones de 0, 0.1,  1, y 10 micromolar dejando actuar el fármaco por 1 

hora, y posteriormente a la mitad de los pozos se les agregó  doxorrubicina con la 

concentración de 0.1 micromolar, que se determinó como la dosis IC50 

previamente. 

 

Fig. 8. Ensayo de Citotoxicidad con Imatinib (lado izquierdo) y con la combinación Imatinib-

Doxorrubicina (derecha). 

 

Capacidad Tumorigénica de las clonas celulares 

Para evaluar la capacidad tumorigénica de los 4 fenotipos de clonas elegidas, se 

inocularon 1,000,000 de células de  8 de las 9 clonas por duplicado. Estos se 

inocularon en ratones hembras y en machos en sitio subcutáneo, y  con la 

siguiente metodología: 
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Fig. 9  Subpoblaciones celulares inoculadas en los ratones y tipo de fenotipo. 

 

Valoración del crecimiento tumoral 

Se realizaron revisiones clíncas de los ratones 3 veces por semana en búsqueda 

de aparición de tumor, y se hizo el registro del tamaño de los mismos, con 

medición por medio de un vernier. Se sacrificó al ratón una vez que el tamaño 

alcanzaba el tamaño aproximado de 1 cm en su diámetro mayor. 

 

Análisis estadístico  Se realizó mediante una ANOVA y prueba post-hoc  en 

el apartado de citotoxicidad con Imatinib para ver diferencias entre grupos. Se 

consideró significativo con una p <0.005. 
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RESULTADOS 

 

El nombre del tipo de célula parental es  MBCDF  (F), la cual dio origen al resto de 

las subpoblaciones celulares durante el proceso de dilución limitada. 

Durante el proceso de clonación, se identificó un comportamiento distinto en el tipo 

D5, la cual no era una subpoblación pura y originó nuevas subpoblaciones 

distintas. 

 
Fig 10. Célula parental (F) y 28 subpoblaciones provenientes de ella segregadas por el 
método de dilución limitante.  

 
Western Blot. 
La distribución de los ensayos de Western Blot mostró la negatividad de la 

expresión para receptores hormonales  (Receptor de Estrógenos y Progesterona) 

en todas las subpoblaciones estudiadas.  Estas presentaron alta expresión de 

receptor de PDGF en un 38% y en  51% del receptor de Her2 independientemente 

del resto de los receptores.  En un 24%  existió alta expresión tanto para PDGFR 

como para HER2, un 27% fue altamente positiva para Her2 pero negativa para 

PDGFR, sólo un 7% fue altamente positiva para PDGFR pero negativa para 

HER2, y un 21% fue PDGFR negativa con expresión mínima de HER2,  y otro 

21% tuvo moderada expresión ya fuera para PDGFR ó para HER2 
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Resultados de la expresión de Receptores Hormonales por 
Western Blot 

 
 

 

 

Fig 11. Expresión de Receptores Hormonales por Western Blot de las 29 subpoblaciones. 
Todas fueron negativas para dichos receptores. 
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Resultado de Expresión de Receptores de Factores de 
Crecimiento por Western Blot 

 

 

Fig 12. Expresión de Receptores de Factores de Crecimiento (PDGFR y HER2) por Western 
Blot de las 29 subpoblaciones. Existió variabilidad entre las subpoblaciones.. 
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FENOTIPOS IDENTIFICADOS DE ACUERDO A LA EXPRESIÓN DE 
RECEPTORES (HER2 Y PDGFR) 

 

Fig 13. Total de subpoblaciones con relación a la expresión nula, baja, moderada o alta de 
receptores de factores de crecimiento.  

 

Selección de subpoblaciones por fenotipo 

Se seleccionaron  4 diferentes fenotipos de las subpoblaciones en base a la expresión 

de los receptores de factores de crecimiento.  El número de subpoblaciones fueron 2 

para el fenotipo con alta expresión  tanto de PDGFR como de HER2 (poblaciones F y 

F7);  2 para el de alta expresión de PDGFR pero con HER2 negativa (poblaciones C9  

y D4), 2 para el fenotipo  de PDGFR negativas o con muy baja expresión pero con alta 

expresión de HER2 (F3-2 y F5-2), y 3 para ambos fenotipos negativos o con muy baja 

expresión de ambos (D5-, B2, y B3). 

 

Para simplificar los nombres de las subpoblaciones, de aquí en adelante  se denominaran 
como se indica.  C9-1 C9,  D4-2: D4 , F5-2;  F5,  F7-1 : F7,   F3-2:  F3, B2:  B2, B3:  B3, F+:F  D5- D5 
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ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR. 

Al realizar los ensayos de proliferación de las subpoblaciones de células se observó 

que son heterogéneas en su potencial de crecimiento in vitro. Existió  una  diferencia 

entre la clona parental  con alta expresión de ambos receptores (F: PDGFR y HER2 

+++), y las que tenian baja o nula expresión de ambos receptores (B2,B3,D5).  La 

mayoría de las subpoblaciones comenzaron a proliferar desde el primer día después de 

sembradas alcanzando su confluencia alrededor del 5º día , y por lo tanto dejaron de 

proliferar. El fenotipo de las células con baja o nula expresión de ambos receptores  

inició su proliferación más tardía y continuó proliferando al día 7. ( Fig14 ) 

         

         

    Ejemplo. Subpoblación F5

 

 

Fig. 14 Curvas de proliferación celular 
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ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

 

Citotoxicidad con Doxorrubicina   

La sensibilidad a la doxorrubicina, a distintas concentraciones, fue la misma para todos 

los subgrupos de células y la  IC50 (Concentración  Inhibitoria Máxima media) 

observada fue de 0.1 microMolar (µM). (Fig 15) 

                   

               

                 Fig 15. Curvas de citotoxicidad con Doxorrubicina 
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Citotoxicidad con Lapatinib  

La sensibilidad a la lapatinib fue similar en las distntas subpoblaciones estudiadas, y no 
hubo diferencias aún en aquellas con HER2 positivas. El IC50 se encontró en 0.5 µM.  
(Fig 16) 

             

          

              Fig 16. Curva de citotoxicidad con lapatinib 

 

 

Citotoxicidad con  Imatinib.  

Cuando se realizaron las curvas de sensibilidad a Imatinib de las distintas 

subpoblaciones que se estudiaron se observó que las células que expresaban 

cualquier grado de expresión de PDGFR requerían menos concentración de imatinib 

para alcanzar su concentración inhibitoria máxima media (IC50), a diferencia de las 

subpoblaciones negativas para este receptor (B2, B3, D5 y F5), las cuales presentaron 

pobre respuesta al imatinib. (fig 17)  
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 Fig. 17 Citotoxicidad a Imatinib 

 

 

Citotoxicidad combinación Imatinib-Doxorrubicina.  

Al evaluar  distintas concentraciones de  imatinib  (0.1, 1  y 10 µM) a la dosis de  

doxorrubicina a  0.1 µM, (la IC50 observada previamente) pudimos constatar que 

existía un efecto aditivo creciente en la inhibición celular al añadir el imatinib en todas 

las subpoblaciones, lo cual fue estadísticamente significativo, a excepción en el 

fenotipo con nula expresión de ambos receptores (subpoblaciones B2, B3, y D5), en 

donde sólo existió una inhibicion añadiendo imatinib a doxorrubicina en la 

concentración  más alta (10 micromolar). (fig 18, 19, 20, 21). 
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Fig 18. Fenotipo PDGFR +++/ HER2 +++             

 

                             P <0.001                             P <0.001 

  

Fig 19. Fenotipo PDGFR +++/ HER2 – 

 

P <0.001              P <0.001 
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Fig 20 Fenotipo PDGFR – ó +/ HER2 +++ 

 

P <0.001   P <0.001 

 

 Fig 21 Fenotipo PDGFR-/HER2 + 

 

                  P 0.052                  P 0.008                    P 0.11 
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CAPACIDAD TUMORIGÉNICA DE LAS SUBPOBLACIONES 

Cuando se evaluó la capacidad tumorigénica de las subpoblaciones en los ratones 

desnudos pudimos observar que todas las subpoblaciones tuvieron la capacidad de 

producir tumor, y el inicio de aparición del mismo fue más rápido en las que expresaban 

el fenotipo con alta expresión de ambos receptores. En contraste, las de baja o nula 

expresión de ambos receptores tuvieron un tiempo de aparición y para la medición de 1 

cm mas tardío. Pudimos observar que la presencia de PDGFR por si sola fue 

importante para el inicio y desarrollo tumoral, ya que el 100% de los ratones con 

subpoblaciones celulares que expresaban el receptor (8 ratones) desarrollo tumor a 

diferencia de un 62%  de los de baja o nula expresión de este mismo receptor (5 

ratones) (fig 22 y 23)  

 

.  

Fig 22 . Evaluación del crecimiento tumoral en los ratones. (Los números al inicio de las flechas 
representan los milímetros al momento de la detección del tumor  y los números superiores los días 
posteriores a la inoculación de las células). 
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Fig 23. Establecimiento de tumores en ratones 
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DISCUSIÓN  

Como pudimos observar las células del tumor primario explantado, se comportaron de 

manera heterogénea en todos los aspectos estudiados.  

Se  demostró que  existió una  amplia variabilidad de expresión de los receptores de 

factores de crecimiento, tanto de HER2 como de PDGFR. Esto nos permitió reconocer 

4 fenotipos diferentes de las subpoblaciones encontradas, las que a su vez 

demostraron diferentes patrones de crecimiento, sensibilidad a citotóxicos  y capacidad 

tumorigénica, 

A diferencia del tumor primario, todas las subpoblaciones fueron  negativas para 

receptores hormonales, y esto ha sido explicado por la falta de factores hormonales in 

vitro necesarios  para su expresión. Esto también explica el hecho de que pocas líneas 

celulares de cáncer de mama expresen estos receptores. Aun está pendiente el 

análisis histopatológico de los tumores en  nuestros ratones, aunque se sabe que los 

ratones desnudos tienen bajas concentraciones de estrógenos que en ocasiones no 

permiten un adecuado desarrollo tumoral, lo que ha llevado a utilizar inoculación de 

estrógenos para la adecuación del medio en algunos reportes (20). Hay que señalar que 

la  paciente de donde se originaron las células del cultivo primario recibió quimioterapia 

neoadyuvante  lo que se ha observado que también puede seleccionar tipos celulares 

aptos para crecer en medios más hostiles perdiendo las características iniciales y 

dando lugar a  subpoblaciones más agresivas, lo que  se observa durante la progresión 

o la recurrencia. Esta variabilidad de las características del tumor original en la 

progresión o recurrencia no sólo se observa en los receptores hormonales, sino 

también en le expresión de HER2, con discordancia para los primeros de un 20% 

aproximadamente, y de un 2 al 15% para HER2. (28,29, 33,34). 

En otro aspecto pudimos observar el papel importante que juega no sólo HER2 en el 

comportamiento de las subpoblaciones celulares sino también el de PDGFR, ya que las 

poblaciones con fenotipo negativo o baja expresión de ambos tuvieron una tasa 

proliferativa menor. Esta diferencia no solo se observó in vitro, sino también en el 

desarrollo tumoral en los modelos murinos ya que como pudimos ver, aunque todos los 

fenotipos tuvieron capacidad tumorigénica,  el tumor desarrollo  en el 100% de los 
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ratones con expresión alta  de PDGFR vs en el 62% en los ratones con nula o baja 

expresión de este receptor. La expresión de PDGFR además, se relacionó con la 

respuesta al inhibidor de tirosina  cinasa (ITK)  Imatinib, ya que observamos que la 

concentración necesaria para llegar a la inhibición media de las subpoblaciones con la 

presencia de este receptor fue mucho menor que en las subpoblaciones con fenotipo 

de baja o nula expresión. 

Con la combinación de imatinib y doxorrubicina se observó algo similar, ya que hubo un 

efecto sinérgico inhibitorio cuando se expresaba alguno de los dos receptores, mientras 

que no existió este efecto cuando ambos receptores fueron negativos o con una baja 

expresión. El que exista un efecto sinérgico a pesar de la negatividad del PDGFR, 

probablemente se deba a inhibición de otras vías de señalización río abajo de HER2 ó 

por  inhibición de otros receptores como c-kit.  La ausencia de este mayor efecto 

inhibitorio en ausencia de ambos receptores, permitiría eventualmente identificar 

subgrupos de pacientes que no responderían a esta combinación. 

Existen trabajos publicados sobre el efecto de imatinib en cáncer de mama no 

observándose respuesta cuando se administra a mujeres con enfermedad metastásica 
(16) Tampoco, la combinacion de imatinib con  capecitabina ha mostrado beneficio en 

cuanto a tasa de respuesta en este mismo tipo de pacientes (17). Sin embargo, el efecto 

sinérgico de la combinación de imatinib con doxorrubicina ha sido recientemente 

demostrado en ensayos in vitro con líneas celulares de cáncer de mama (18), 

observando un efecto similar al encontrado por este trabajo en células de un cultivo 

primario de cáncer de mama. Se espera estudiar en breve el efecto de estos  

resultados in vivo con modelos murinos. 

Por otro lado, en cuanto a la capacidad tumorigénica de todas las subpoblaciones 

estudiadas observamos que todos los fenotipos fueron tumorigénicos, esto contrasta 

con las tasas de éxito reportadas menores al 20% sin factores o medios añadidos (30). 

De acuerdo con la teoría de la heterogeneidad tumoral de células madre, podríamos 

decir que  en todas nuestras subpoblaciones seleccionadas  existe un subgrupo  de 

células iniciadoras de tumor y esperaríamos encontrar  en ellas  patrones de expresión 

de marcadores de células madre como  CD44+/CD24-+ ó CD44+/CD44+/ESA+ ó 
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ADH+ como se ha reportado en trabajos previos (23,35), la cual es una perspectiva en 

este trabajo. Sería interesante además, observar la correlación de dicha expresión de 

marcadores con el fenotipo de los tumores inducidos en los ratones  

Por otro lado, la teoría de la evolución clonal podría explicar que diferentes células del 

tumor inicial se adaptaron a vivir en el medio de cultivo  y posteriormente originaron 

subpoblaciones seleccionadas por condiciones del medio, cambios genéticos y 

epigenéticos , todas con  capacidad tumorigenica aunque no son representativas del 

tumor original. 

Aun así, podemos decir que las células de los cultivos primarios  del cáncer  pueden 

tener mayor utilidad en la investigación que las líneas comerciales por el sitio de origen 

(tumor primario vs metastásico), por el tiempo de preservación y por la disponibilidad 

de observar el comportamiento tanto en su tumor original como in vitro o en modelos 

murinos. Además, es necesario estudiar más este tipo de células con respecto a los 

nuevos marcadores moleculares que nos proporcionen evidencias más cercanas a la 

carcinogenesis, al comportamiento de la señalización y a la respuesta a nuevas 

terapias blanco. 
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