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Abreviaturas

RFC Receptores de factores de crecimiento

TEM Transicidn epitelio — mesénquima

TME Transicidn mesénquima — epitelial

RE Receptor de estrogenos

RP Receptor de progesterona

HER Del inglés “Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano”

MET También llamado HGFR del inglés “Receptor del factor de crecimiento
de los hepatocitos”

VEGFR Del inglés “Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular”

PTP1B Del inglés “Proteina fosfatasa de tirosina 1B”

IGF-1R Del inglés “Receptor de crecimiento insulinico tipo 1”

PDGFR Del inglés “Receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas”

HGF Del inglés “Factor de crecimiento de los hepatocitos”

PI3K Del inglés “Fosfatidilinositol 3 cinasa”

MAPK Del inglés “Cinasas activadas por mitogenos”

TGF B Del inglés “Factor transformador del crecimiento beta”

PDGF Del inglés “Factor de crecimiento derivado de las plaquetas”




1. Introduccién

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en el género femenino, habiéndose
reportado para el afo 2008, 1.38 millones de nuevos casos a nivel mundial que
corresponde al 22.9% del total de neoplasias reportadas y 458,000 muertes (10.9% de las
muertes por cancer), que lo ubica como la segunda causa de mortalidad por cancer en el
género femenino . En México, se ha observado un aumento tanto en la incidencia como
en la mortalidad de esta enfermedad durante las ultimas décadas, superando al cancer
cérvico uterino como la principal causa de muerte por neoplasias malignas entre las
mujeres 2 (figura 1). En las Ultimas décadas, los avances en el estudio de esta
enfermedad han permitido la caracterizacion de marcadores que permiten dividir a las
pacientes en cuatro grupos terapéuticos principales (tabla 1), basados en patrones de

3-5

expresion de marcadores moleculares , lo cual demuestra una “heterogeneidad

intertumoral”, que se ha asociado ademas al prondstico®.
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Figura 1. Mortalidad ajustada por edad por cancer de mama y cancer cérvico uterino en México 1955 —
2008. (Fuente: Lancet Oncol 2012 ; 13 : 335-43)

| Tabla 1

Subtipo Caracteristicas

Luminal A Todas las siguientes: RE y RP +, Her 2 —, Ki 67 bajo

Luminal B Her 2 -:RE +, Her 2 — Her 2 + (luminal): RE +, Her 2 sobre
Al menos una de las siguientes: RP - expresado o amplificado, cualquier Ki 67,
0 bajo, Ki 67 alto cualquier RP

Her 2 + no Sobre expresion o amplificacion de Her 2, REy RP -

luminal

Basaloide Ductal triple negativo: Her2 —, REy RP -.

Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama segun el Ultimo consenso de St. Gallen, los cuales clinicamente son Uutiles en la
valoracion y decision terapéutica. (Fuente: Annals of Oncology 24: 2206-2223, 2013)



Ademas de la heterogeneidad antes mencionada, desde mediados del siglo pasado se
han observado variaciones intratumorales morfologicas relevantes en el prondstico de las
pacientes, lo cual ha llevado a la estratificacion segun el grado de diferenciacion
histolégica de las neoplasias malignas de la mama °. Recientemente, esta
“heterogeneidad intratumoral” ha sido mejor demostrada en estudios realizados en
tumores de mama y rifion, en los que al momento del diagndstico se observan diversas
subclonas (tanto en del tumor primario como en las metastasis) producto de multiples
mutaciones somaticas que han evolucionado a través del tiempo ~'°. Recientemente
Snuderl y colaboradores identificaron la amplificacion de diferentes receptores de factores
de crecimiento (RFC) que tienen actividad de cinasas de tirosina dentro de un mismo
tumor, los cuales de forma interesante eran expresados de forma mutuamente excluyente

entre diferentes células pertenecientes a un glioblastoma multiforme .

Esto plantea
interrogantes sobre el abordaje diagnostico y terapéutico de la mayoria de los tumores
sélidos, ya que gran parte de la decisidn terapéutica estda basada en la toma de una
biopsia que podria no ser representativa de todas las subpoblaciones celulares existentes
dentro del tumor, lo cual cobra aun mas relevancia en el contexto metastasico. Otra causa
importante de heterogeneidad intratumoral es la transicion epitelio—-mesénquima (TEM),
que es un proceso reversible por el cual las células neoplasicas pierden sus
caracteristicas epiteliales (perdida de expresion de E-cadherina) y las sustituyen por un
fenotipo mesenquimatoso (expresion de vimentina entre otros). La TEM es un proceso
dinamico, por lo que en un momento dado podemos encontrar subpoblaciones celulares
en distintas fases del mismo '>'*, lo cual cobra relevancia clinica, dado que la TEM esta
relacionada con la capacidad de invasividad, resistencia a farmacos y diseminacion
metastasica (figura 2). Esto se corrobora con el hallazgo de que estas caracteristicas
fenotipicas se han encontrado en células tumorales circulantes en todas las etapas
clinicas de la enfermedad y también se ha demostrado que posterior a tratamientos con
quimioterapia u hormonoterapia, se encuentran subpoblaciones con caracteristicas
mesenquimatosas e iniciadoras de tumor (fenotipo CD44*/CD247°°) en el tumor residual,

lo que sugiere resistencia al tratamiento indicado ">'°.
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Figura 2. TEM como fuente de heterogeneidad tumoral e importancia en el proceso metastasico. TME: transicion
mesénquima — epitelial. (Fuente: Cancer Treatment Reviews 38 (2012) 689-697)

Actualmente, gran parte de la informacion obtenida para el estudio del cancer de mama
se deriva de la utilizacion de lineas celulares establecidas que proceden de lesiones
metastasicas tales como derrames pleurales o asciticos. A diferencia de las células
obtenidas de tumores primarios, las lineas celulares comerciales son en general
homogéneas, y su uso como modelos de experimentacion tiene el inconveniente de no
haber sido parte del microambiente tumoral y las importantes interacciones que ahi se

desarrollan'’18.

En un estudio reciente, se realizd una caracterizacion fenotipica y
molecular de un amplio panel de lineas celulares establecidas y se demostré que gran
parte de los tumores mamarios pueden ser representados por las mismas.
Interesantemente, ninguna de las lineas celulares estudiadas asemeja el comportamiento
bioldgico de los tumores de mama luminal A que tienen el mejor prondstico clinico, siendo
de nuevo una de las posibles explicaciones, el origen de las mismas (MCF7 y T47D
provienen de derrame pleural, mientras ZR75-1 de ascitis), ademas de que histéricamente
el porcentaje de éxito para establecer una linea celular con receptores de estrégeno

positivos es < 10% 9%,

En este trabajo de las 65 lineas celulares estudiadas el 66%
eran receptores de estrogeno negativas lo cual claramente no es representativo de la
incidencia de tumores con fenotipo luminal A en las pacientes con cancer de mama, que

clinicamente es el subtipo histolégico mas frecuente '®%1%,
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Hoy sabemos que no todas las pacientes se benefician de las mismas modalidades
terapéuticas, lo cual se basa sobre todo en el estudio de la heterogeneidad intertumoral,
sin embargo, se desconoce el papel de la heterogeneidad intratumoral y sus
implicaciones en el diagnostico, prondstico y tratamiento. Nosotros hipotetizamos que
diversas subpoblaciones celulares tienen una diferente expresidon de receptores
hormonales y de factores de crecimiento, lo cual se traduce en distinta capacidad de
migracion y proliferacion celular. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es
caracterizar distintas subpoblaciones de células obtenidas de un cultivo primario de un
tumor mamario y determinar la expresion de los receptores hormonales de estrogenos y
progesterona (RE y RP), marcadores de transicion epitelio-mesénquima (Vimentina y
pérdida de E-cadherina) y RFC (PDGFR, VEGFR, Her 1, Her 2, Her 3, Her 4, cMET,
PTP1B, IGF-1R) y su relacion con la proliferacion, capacidad de migracion,
tumorigenicidad y respuesta a diversos farmacos. Los resultados muestran que existe co-
expresion de multiples RFC los cuales se presentaron en un patrén mutuamente
excluyente dentro de las subpoblaciones estudiadas. Asimismo, observamos expresion
mutuamente excluyente de vimentina (relacionada con la TEM) y E-cadherina. En base a
la expresion de RFC y marcadores de TEM se identificaron 3 grupos fenotipicos: 1A) Her
1 +++, Her 2 ++, Her 3 ++/+++, PDGFR -, MET ++/+++, PTP1B ++, VEGFR +/++ y
vimentina ++/+++; 1B) Her 1 +/++, Her 2 ++, Her 3 +, PDGFR -, MET ++/+++, PTP1B ++,
VEGFR +/++ y vimentina ++/+++; y 2) Her 1 -, Her 2 ++/+++, Her 3 -, PDGFR +++, MET -,
PTP1B -, VEGFR — y vimentina -. Estos grupos fenotipicos presentan distintas tasas de
proliferacion, capacidad de migracion celular, respuesta a farmacos y capacidad

tumorigénica.
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2. Planteamiento del problema

El presente trabajo aporta informacién en relacion a la siguiente pregunta: ;En qué
medida existe una diferente expresion de RFC, receptores hormonales, expresion de
PTP1B y marcadores de transicion epitelio mesénquima en las diversas subpoblaciones
celulares dentro de un cultivo primario de un tumor mamario y cual es su implicacion en

las distintas funciones bioldgicas y la respuesta a farmacos?

Los antecedentes descritos dan sustento al planteamiento de la presente investigacion
tomando en cuenta que existe una importante heterogeneidad intratumoral demostrada

-0 De la misma forma, el

recientemente en tumores solidos como rifidn y mama
proceso de TEM puede dar lugar a que encontremos subpoblaciones celulares en
distintas fases del mismo '>™* todo lo cual plantea interrogantes sobre el abordaje
diagndstico y terapéutico de la mayoria de los tumores solidos, ya que gran parte de la
decisidn terapéutica esta basada en la toma de una biopsia que podria no ser

representativa de todas las subpoblaciones celulares existentes dentro del tumor.

Por otro lado, gran parte de la informacién obtenida para el estudio del cancer de mama
se deriva de la utilizacion de lineas celulares establecidas, que proceden de lesiones
metastasicas tales como derrames pleurales o asciticos que son en general homogéneas,
y su uso como modelos de experimentacion tiene el inconveniente de no haber sido parte
del microambiente tumoral y las importantes interacciones que ahi se desarrollan '8,
Razon por lo cual hemos decidido trabajar con subpoblaciones celulares obtenidas de un

cultivo primario de un tumor de glandula mamaria.

3. Justificacion

La informacion obtenida durante los ultimos afos ha permitido la caracterizacién de
marcadores que permiten dividir a las pacientes en cuatro grupos terapéuticos principales,
basados en patrones de expresion de marcadores moleculares > lo cual demuestra una
“heterogeneidad intertumoral”’, que se ha asociado ademas al prondstico °, gracias a lo
cual, hoy sabemos que no todas las pacientes se benefician de las mismas modalidades
terapéuticas, lo cual se basa sobre todo en el estudio de la heterogeneidad intertumoral,
sin embargo, se desconoce en gran medida el papel de la heterogeneidad intratumoral y

sus implicaciones en el diagnostico, prondstico y tratamiento.
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4. Hipoétesis

4.1. Hipétesis nula

Diversas subpoblaciones celulares tienen una misma expresion de marcadores de TEM,
receptores hormonales y de factores de crecimiento, lo cual se traduce en igual

susceptibilidad farmacoldgica, capacidad de migracion, proliferacion y tumorigenicidad.

4.2. Hipétesis alternativa

Diversas subpoblaciones celulares tienen una diferente expresion de marcadores de
TEM, receptores hormonales y de factores de crecimiento, lo cual se traduce en distinta

susceptibilidad farmacoldgica, capacidad de migracion, proliferacion y tumorigenicidad.

5. Objetivos

5.1.General
Caracterizar distintas poblaciones de células obtenidas de un cultivo primario
(MBCDF) de un tumor mamario.

5.2. Especificos

5.2.1. Determinar la expresién de Receptores hormonales (RE y RP), receptores
de crecimiento celular (PDGFR, VEGFR, Her1, Her2, Her 3, Her4, cMET, IGF-
1R) y fosfatasa de tirosina PTP1B.

5.2.2. Determinar la expresion de marcadores de TEM (vimentina y E-cadherina)
en cada subpoblacion estudiada.

5.2.3. Determinar la velocidad proliferativa de cada subpoblacion celular estudiada.

5.2.4. Determinar la capacidad de migracion de cada subpoblacion celular
estudiada.

5.2.5. Evaluar la tumorigenicidad de las diversas subpoblaciones celulares en
ensayos realizados en agar suave.

5.2.6. Determinar la susceptibilidad a diferentes farmacos en cada una de las
subpoblaciones celulares estudiadas.

12



6. Material y métodos

6.1.Reactivos
Anticuerpos contra Her 2, MET y VEGFR fueron obtenidos de Cell Signalling Technology
(Danvers, MA); los anticuerpos primarios contra receptores de estrégeno y progesterona
fueron obtenidos de Cell Marque Corporation (Rocklin, CA); anticuerpos anti Her 1, Her 3,
Her 4, PTP1B, IGFR1R, PDGFR, tubulina y E-cadherina fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA); y anticuerpos contra vimentina se obtuvieron de Life
Technologies (Grand Island, NY).

6.2. Cultivo de lineas celulares
El cultivo celular primario de cancer de mama MBCDF se derivo a partir de una biopsia de
tejido obtenido de una mastectomia radical (protocolo aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran Ref. 1549, BQO-008-

06/9-1) como ya se reportd previamente 2

. Brevemente, el tejido fue disociado en
pequefios fragmentos y sembrado en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino, antibidtico y antimicotico. El tejido se dejoé crecer en un
incubadora a 37°C y 5% de CO,. Se dejo crecer hasta que las células llenaron el plato de
cultivo y se despegaron con tripsina al 0.05%. Se asumié la inmortalizacion luego de
crecimiento continuo in vitro por mas de dos meses®. Utilizamos las lineas celulares
comerciales MCF7 (generosamente donadas por el Dr. Alejandro Zentella, Unidad de
Bioquimica, INCMNSZ), T47D, SK-BR-3, (donadas por la Dra. Rocio Becerra, Depto.
Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ) y HUVEC (procesadas por el Q.F.P Martin
Gallardo) como controles de células luminales, HER2 positivas, y VEGFR positivas,

respectivamente’” 824,

6.3.Obtencion de subpoblaciones del cultivo primario MBCDF por el método de
dilucion limitante

Las células del cultivo celular primario MBCDF fueron diluidas en medio de cultivo RPMI-
1640 a una concentracion de 1 célula por cada 200 ul. En placas de 96 pozos se
sembraron 100 pl de la dilucidon y se revisaron cada tercer dia en microscopio invertido.
Se marcaron los pozos en los que se visualizé una colonia, las cuales posteriormente
fueron transferidas a placas de 12 pozos al llegar a una confluencia de 50 a 70% y
posteriormente a cajas de Petri de 100mm de diametro.

13



6.4.Ensayo de Inmunoblot (Western Blot)
Las células fueron sembradas en cajas Petri de 100mm diametro con medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. Para la extracciéon de la
proteina se permitid una confluencia del 90% y se rasparon las células con gendarme
para la obtencion de pellets que posteriormente fueron lisados en buffer de lisis que
contiene 50mM de HEPES (pH 7.4), 1mM EDTA, 250 mM de 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 proteina se sometieron a electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizante y fueron transferidos a membrana Immobilon-P
PVDF (Millipore Corp Bedford, MA). Las membranas fueron bloqueadas durante 45
minutos con leche descremada al 5% en PBS-Tween y posteriormente fueron incubadas
con los diferentes anticuerpos toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se incubaron por 45
minutos con el anticuerpo secundario correspondiente. La sefal fue visualizada por

quimioluminiscencia y se expuso a una pelicula radiografica (Kodak).

6.5. Ensayos de Proliferacion Celular
La velocidad de proliferacion celular se determind sembrando 15,000 células/cm? en
placas de 24 pozos por triplicado. Se obtuvieron evaluaciones los dias 0, 2, 4 y 6. En los
dias mencionados se agrego 40 ul de MTT (5 mg/ml) a cada pozo y se dejo actuar por 2
horas a 37°C y 5% de CO,, posterior a lo cual fue aspirado el medio de cultivo del pozo.
Luego de completarse los 6 dias del experimento, se agregé a cada pozo 200 ul de
isopropanol acidulado 0.1 N de HCIl y 200 pl de PBS, dejando en agitacion por 20
minutos. Posteriormente, se determind la absorbancia mediante un lector de ELISA a una
densidad 6ptica de 570 y 630 nm. El incremento en la proliferacion se realiz6 mediante la
normalizacion de la densidad optica del dia con respecto a la densidad 6ptica del dia
cero. Se realizaron 3 experimentos de manera independiente y se report6 el promedio de

estos * el error estandar.

6.6. Ensayos de Migracion Celular
La capacidad de migracion celular de las diferentes subpoblaciones celulares elegidas se
realizd mediante camaras de Boyden (figura 3). Se sembraron 100,000 células/cm? por
triplicado. Las células se incubaron por 6 horas a 37°C y 5% de CO,. Se aspir6 el medio
de cada camara de Boyden y se limpio la parte interna de las mismas gentiimente con

aplicadores de algodén, cuidando no deformar la membrana ni tocar la parte externa. Se
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fijaron las células con glutaraldehido al 1.1% en PBS por 20 minutos en agitacion.
Posteriormente fueron tefidas con cristal violeta, dejando en agitacion por 20 minutos, y
luego lavadas con agua para eliminar el exceso del colorante. Se permitié su completo
secado y se procedio a su visualizacion en microscopio a un aumento de 20X, escogiendo
5 campos aleatorios de cada camara de Boyden (figura 1).

|~ Células sembradas
|1

[— Células que migran

o O O
O

Figura 3. Ensayo de migracion celular. a) Diagrama de representacion de la camara de Boyden. b) Campos
microscopicos para recuento de migracion celular

El promedio de 5 campos de células contados fue dividido entre el area del campo visual
(0.001cm?). Este cociente fue multiplicado por el area total de la membrana de la camara
de Boyden (0.33 cm?), obteniendo asi el numero total de células que migraron. El
porcentaje de migracion se obtuvo dividiendo el numero de células que migraron entre el

total de células sembradas, multiplicado por 100.

6.7.Ensayos de Citotoxicidad

La viabilidad celular ante concentraciones crecientes de diversos farmacos se realizo
mediante ensayos colorimétricos utilizando la técnica de cristal violeta. Brevemente, se
sembraron 15,000 células/cm?® en placas de 48 pozos por triplicado. Se agregaron
concentraciones crecientes de los farmacos de interés y se incubd por 48 horas a 37°C y
5% de CO,. Después de transcurridas las 48 horas las células fueron fijadas con
glutaraldehido al 1.1% en PBS, dejando en agitacion por 20 minutos y fueron tefiidas con
cristal violeta. Se midi6 la densidad 6ptica en un espectofotdmetro a 570nm.

6.8.Formacién de colonias en agar suave
El crecimiento celular independiente de anclaje se realizd mediante la formacion de
colonias en agar blando. Brevemente, en placas de 6 pozos se coloco una base de agar

constituida por de agarosa al 1% y medio de cultivo RPMI-2X + SFB 20%.
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Posteriormente, 2,500 células de cada subpoblacién fueron resuspendidas en agarosa al
0.7% + RPMI-2X + 20% de SFB y sembradas sobre el agar base. Se incubaron a 37°C y
5% de CO;por 3 semanas. Se suplementaron dos veces por semana con RPMI-1640 +
10% de SFB, antibiotico y antimicotico. Se tifieron con cristal violeta y se visualizaron las
colonias macroscopicas formadas. Como control positivo de este experimento se utilizo la

linea celular T47D (conocida por su capacidad para formar colonias en agar suave).

6.9. Método estadistico
Se realizé el analisis de los promedios de tres ensayos por triplicado y el error estandar de
la media. Para descartar la hipotesis nula empleamos el analisis de varianza de dos vias
con correccion de Bonferroni, estableciendo un nivel de significancia estadistica con un
valor de P < 0.05. Para la recoleccion de los datos utilizamos Microsoft Excel para Mac,
version 14.0.0 y se elaboraron las graficas y el analisis estadistico con GraphPad Prism
v6 para Mac OS X.
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7. Resultados

7.1.Caracterizacion de subpoblaciones segun apariencia morfolégica y fenotipo

7.1.1. Obtencion de subpoblaciones de tumor primario de mama.

Mediante el método de dilucion limitante se obtuvieron 21 subpoblaciones originadas del
cultivo primario de un tumor mamario MBCDF. En base a su apariencia morfolégica,
fueron divididas en dos grupos para el analisis de expresion de RFC (Figura 4). Las
células del grupo 1 tienen forma alargada y se observan varias células creciendo en
suspension ya sea de forma aislada o formando pequefos cumulos. A este primer grupo
pertenecen las células B3, B4, B5, B6, C1, C3, C4 y D5. Las células del grupo 2 son mas
pequenas, de forma estrellada, predominantemente adheridas al plastico y con una menor
proporcion de células creciendo en suspensiéon comparadas con el grupo 1. Al grupo 2
pertenecen las subpoblaciones B2, B7, B10, C5, C9, D4, F, F3, F5, F7, F8, F10y F11.
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Figura 4. Subpoblaciones celulares obtenidas del cultivo primario (MBCDF) proveniente de un tumor mamario por el método de
dilucion limitante. Se procedié a dividirlas en dos grupos segun su apariencia morfologica. Se presentan micrografias representativas
del grupo 1y grupo 2 tomadas en microscopio invertido Olympus CK40 a un aumento de 10X utilizando una camara Canon.
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7.1.2. Expresidén de receptores de factores de crecimiento y PTP1B

Para determinar la expresion de RFC (Her 1, Her 2, Her 3, Her 4, PDGFR, VEGFR cMET,
IGF-1R) y la fosfatasa de tirosina PTP1B, se analizé cada una de las subpoblaciones
celulares mediante la técnica de Western blot. Se colocd B2 entre las células del grupo 1
y D5 entre las del grupo 2 como controles, y las lineas celulares MCF7 , SK-BR-3 y
HUVEC (modelos de células luminales, HER2 positivas, y VEGFR positivas,
respectivamente), '?* las cuales fueron nuestros controles positivos. Como se
demuestra en la figura 5, observamos que existe un patrén mutuamente excluyente entre
la expresiéon de VEGFR, MET, PTP1B, HER 1 y HER 3 con la expresion de PDGFR.
Notablemente, la expresion de PDGFR es exclusiva de las células del grupo 2 y la
expresion del resto de receptores antes mencionados, incluyendo PTP1B, se observa
solamente en las células del grupo 1. Otros receptores como HER2 e IGF1R se
expresaron indistintamente en ambos grupos de subpoblaciones celulares.

7.1.3. Expresioén de receptores para estrégenos y progesterona

La expresion de receptores para estrogenos y progesterona se forma parte del analisis
clinico necesario para definir el tratamiento de las pacientes con cancer de mama®. Como
parte de la caracterizacion de las subpoblaciones estudiadas, se determind la expresién
de estos receptores a través de la técnica de Western blot, utilizando las lineas celulares
MCF7 y SK-BR-3 como controles positivos y negativos, respectivamente. No observamos
expresion de receptores hormonales en ninguna de las subpoblaciones obtenidas del
cultivo primario. En la figura 6, se presentan los inmunoblots de los lisados proteicos, en
los que la expresion de receptores de estrogenos y progesterona solamente se observa
en la linea celular MCF7 (modelo de células luminales).
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Figura 5. Expresién de receptores de factores de crecimiento y la fosfatasa de tirosina PTP1B en subpoblaciones del grupo 1y 2. Se
cargaron 30 pg de proteina total en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Se realizé Western blot utilizando anticuerpos
especificos para los receptores de factores de crecimiento mencionados. (Se colocé B2 entre las células del grupo 1 y D5 entre las del
grupo 2 como controles, respecto al grupo analizado, ademas de las lineas celulares SK-BR-3, MCF7 y HUVEC que fueron nuestros
controles positivos. La tubulina se utilizé como control de carga).
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Figura 6. Expresion de receptores de estrégenos (RE) y progesterona (RP) en subpoblaciones del grupo 1y 2. Se cargaron 30 ug de
proteina total en geles de poliacrilamida desnaturalizantes. Se realizé Western blot utilizando anticuerpos especificos para los
receptores de factores de crecimiento mencionados. (Se colocé B2 entre las células del grupo 1 y D5 entre las del grupo 2 como
controles, respecto al grupo analizado, ademas de las lineas celulares MCF7 y SK-BR-3, que fueron nuestros controles positivos y
negativos, respectivamente. La tubulina se utiliz6 como control de carga.
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7.1.4. Expresion de marcadores de transicion epitelio — mesénquima (TEM)
Con el proposito de determinar la expresion de marcadores de TEM en las
subpoblaciones estudiadas, determinamos a través de la técnica de Western blot la
presencia de vimentina y E-cadherina. La vimentina incrementa su expresion en las
células que pierden sus caracteristicas epiteliales y adoptan un fenotipo mesenquimatoso,
mientras la E-cadherina, proteina transmembranal importante en la unién a la membrana
basal y uniones laterales, disminuye su expresion, llegando en ocasiones a desaparecer
12142529 | a expresion de vimentina se observé tnicamente en las células del grupo 1,
observando nuevamente un patron mutuamente excluyente, con respecto al grupo 2. En
cuanto a E-cadherina, esta se expresé predominantemente en las células del grupo 2,
aunque algunas de las células del grupo 1 (B5, B6, C3 y C4) presentan una expresion

deébil (Figura 7).
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Figura 7. Expresion de marcadores de TEM (vimentina y E-cadherina) en subpoblaciones del grupo 1 y 2. Se cargaron 30 ug de
proteina total en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Se realiz6 Western blot utilizando anticuerpos especificos para los
receptores de marcadores mencionados. (Se colocé B2 entre las células del grupo 1 y D5 entre las del grupo 2 como controles,
respecto al grupo analizado, ademas de las lineas celulares MCF7 y SK-BR-3, que fueron nuestros controles positivos y negativos,
respectivamente. La tubulina se utiliz6 como control de carga.

7.1.5. Fenotipos celulares obtenidos

Los resultados del analisis de RFC permitié dividir las subpoblaciones en tres grupos
fenotipicos (1A, 1B y 2), a su vez, pertenecientes a los grupos morfologicos previamente
establecidos. Las subpoblaciones pertenecientes al grupo morfolégico 1 se dividieron en
1A y 1B, las cuales tienen en comun la ausencia de expresion de PDGFR, alta expresion
de MET, PTP1B, VEGFR y vimentina. Se diferencian entre si por la mayor expresion de
los receptores Her 1 y Her 3, observado en las células del grupo 1A. Todas las
subpoblaciones celulares pertenecientes al grupo morfolégico 2 formaron parte del grupo
fenotipico 2 y se caracterizan por su alta expresién de PDGFR y Her 2, asi como ausencia
en la expresion de Her 1, Her 3, MET, PTP1B, VEGFR y vimentina (Tabla 2).
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Tabla 2

Grupo Grupo Expresién de receptores

fenotipico morfolégico Her 1 Her 2 Her 3 PDGFR MET PTP1B VEGFR Vimentina
1A 1 +++ ++ ++/+++ - ++/+++ ++ +/++ ++/+++

1B 1 +/++ ++ + - ++/+++ ++ +/++ ++/+++
2 2 - ++/+++ - +++ - - - -

Tabla 2. Grupos fenotipicos establecidos segun la expresién de receptores de factores de crecimiento, marcadores de TEM y
fosfatasa de tirosina PTP1B. Las células del grupo morfolégico 1 fueron divididas en 1A y 1B, mientras que todas las subpoblaciones
del grupo morfolégico 2 compartieron el mismo fenotipo (Grupo fenotipico 2)

7.2.Funciones bioldgicas y respuesta a farmacos
7.2.1. Funciones bioldgicas
7.21.1. Proliferacion celular de los grupos fenotipicos 1A, 1By 2
Una vez establecidos los grupos fenotipicos, se seleccionaron 2 o 3 subpoblaciones
celulares representativos de cada uno de ellos, para realizar los analisis de proliferacion y
migracion celular (Tabla 3). Para determinar la tasa de proliferacion celular in vitro,
utilizamos el ensayo colorimétrico de reduccion de MTT. Las subpoblaciones del grupo
fenotipico 2, que se caracterizan por su alta expresion de PDGFR, presentaron una mayor
tasa de proliferacion comparadas con los grupos 1A y 1B, lo cual fue estadisticamente
significativo a partir del segundo dia del ensayo. Se observo diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos 1A y 1B unicamente el sexto dia del ensayo (Figura 8 y tabla
4). Estos resultados sugieren que la expresion de PDGFR confiere a las células una

mayor capacidad se proliferacion como se observo para las células del grupo 2.

‘ Tabla 3
Grupo fenotipico Grupo morfolégico Subpoblaciones representativas
1A 1 B6, C1
1B 1 D5, B3
2 2 F, F3, C9, B2

Tabla 3. Grupos fenotipicos basados en la expresidon de receptores de factores de crecimiento,
PTP1B y vimentina y subpoblaciones escogidas para representar cada uno de ellos en los ensayos
de proliferacién, migracion celular, tumorigenicidad y citotoxicidad.
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Figura 8. Proliferacion celular de las subpoblaciones estudiadas. Se observa que las células
del grupo fenotipico 2 (F y F3) presentan una mayor tasa de proliferacion celular la cual es
estadisticamente significativa desde el segundo dia del ensayo. Entre las poblaciones de los
grupos fenotipicos 1A y 1B existe diferencia estadistica Unicamente en el sexto dia del ensayo,
teniendo una mayor tasa proliferativa las subpoblaciones del grupo 1B. ( ** Estadisticamente
significativo).

Tabla 4
Diferencia entre subpoblaciones
representativas de cada fenotipo

Dia 2 Valor P
F3 vs B3 (Grupo 2 vs 1B) **0.0049
B6 vs B3 (Grupo 1A vs 1B) > (0.9999
Dia 4

F3 vs B3 (Grupo 2 vs 1B) ** < 0.0001
B6 vs B3 (Grupo 1A vs 1B) 0.7792
Dia 6

F3 vs B3 (Grupo 2 vs 1B) ** < 0.0001
B6 vs B3 (Grupo 1A vs 1B) ** < 0.0001

Tabla 4. Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) observadas entre subpoblaciones
representativas de cada grupo fenotipico. (Grupo 1A representado por B6, grupo 1B por B3 y
grupo 2 por F3). (** Estadisticamente significativo).

7.2.1.2. Migracion celular de los grupos fenotipicos 1A, 1By 2
Previamente, observamos que las subpoblaciones del grupo fenotipico 2 tiene mayor
proliferacion. Con la finalidad de analizar como se comportan los grupos fenotipicos en
cuanto a la migraciéon celular, se realizaron ensayos de migracién utilizando camaras de
Boyden. Se sembraron 100 x 10° células/cm? y se incubaron por 6 horas en las camaras
de Boyden, El recuento de las células que migraron en campos de 20X (figura 9) mostr6
que la subpoblacién F presentd el mayor porcentaje de migracion (61%), seguida de C9 y
B2 (50.7 y 40.7%, respectivamente), todas pertenecientes al grupo fenotipico 2. En la

figura 10A se indica el porcentaje de migracion de cada subpoblacion y en la 10B se
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presenta la comparacion entre F y cada subpoblacion estudiada. No encontramos
diferencias estadisticamente significativa entre F, C9 y B2 (todas pertenecientes al grupo
fenotipico 2); sin embargo, entre F y el resto de subpoblaciones (F3 y grupos fenotipicos
1Ay 1B) existio diferencia significativa en cuanto a la capacidad de migracién.

Figura 9. Campos microscopicos para evaluacién de migracion celular. (Se hizo el recuento de 5 campos al azar por triplicado de cada
subpoblacién celular). Se presentan micrografias representativas de cada subpoblaciéon celular tomadas en microscopio invertido
Olympus CK40 a un aumento de 20X utilizando una camara Canon. Se sefiala con una flecha las células que migraron a través de la
membrana de la camara de Boyden.
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Figura 10. A. Porcentaje de migracién celular de cada subpoblacién. Se observa que las células del grupo fenotipico 2 (F, C9 y B2)
tienen mayor capacidad de migracién a través de la membrana de la camara de Boyden. B. Al comparar a todas las subpoblaciones
con F (subpoblaciéon con mayor capacidad de migracion) observamos que a excepciéon de C9 y B2 todas las demas subpoblaciones
presentan una menor tasa de migracion celular, lo cual fue estadisticamente significativa (IC 95%, P estadisticamente significativa
<0.05)
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7.2.1.3. Tumorigenicidad de los grupos fenotipicos 1A, 1By 2
Para determinar el crecimiento celular independiente de anclaje (el cual se ha asociado

3031y realizamos ensayos

con la capacidad tumorigénica y potencial metastasico in vivo
en agar suave para analizar la capacidad de formacion de colonias macroscopicas
durante tres semanas, utilizando como control positivo la linea celular T47D. Tal como se
observa en la figura 11, todas las subpoblaciones celulares tuvieron la capacidad para
formar colonias en el agar suave. Sin embargo, en general las subpoblaciones
pertenecientes al grupo fenotipico 2 forman colonias en mayor numero, y en el caso de la
subpoblacion F se observa que las mismas son de mayores dimensiones en comparacion
con el resto de subpoblaciones pertenecientes a este grupo fenotipico. En el caso de los
grupos fenotipicos 1A y 1B podemos observar que forman menor cantidad de colonias
(maximo 3 por pozo), a excepcion de B3 cuyas colonias se presentan en mayor numero y

tamano.

Control

Figura 11. Formacion de colonias macroscépicas en agar suave. Se sembraron 2,500 células/pozo y se incubaron durante 3
semanas, siendo posteriormente tefiidas con cristal violeta. Se presentan fotografias representativas de cada subpoblacién
celular tomadas con una camara Canon. Como control positivo se utilizé la linea celular de cancer de mama T47D.

7.2.2. Ensayos de viabilidad celular ante concentraciones farmacoloégicas
crecientes

La siguiente interrogante que nos planteamos fue si los grupos fenotipicos responden de
manera diferente a farmacos de quimioterapia utilizadas en el tratamiento del cancer de
mama e inhibidores de cinasas de tirosina, incluyendo crizotinib (inhibidor de la cinasa de
tirosina MET)* e imatinib (inhibidor de PDGFR)*. Se realizaron ensayos de citotoxicidad
sembrando 15,000 células en placas de 48 pozos que fueron tratadas luego de 24 horas
con concentraciones de farmacos crecientes. La viabilidad celular se determiné con la

técnica colorimétrica de cristal violeta.
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7.2.21. Viabilidad celular ante concentraciones crecientes de
doxorrubicina, lapatinib, crizotinib y capecitabina

En la figura 12 se observa la viabilidad celular ante concentraciones crecientes de
doxorrubicina (0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 pg/ml), lapatinib (0, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5
y 1 yM), crizotinib (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5y 10 uM) y capecitabina (0, 25, 50, 100,
200, 400, 600 y 800 pg/ml). Encontramos que con el tratamiento de los diferentes
farmacos hay una disminucion de la viabilidad de manera dosis respuesta. Sin embargo,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las subpoblaciones

celulares representativas de los grupos fenotipicos estudiados.
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Figura 12. Curvas de viabilidad celular ante concentraciones crecientes de A. Doxorrubicina; B. Crizotinib; C. Lapatinib; y D.
Capecitabina. Fueron sembradas 15,000 células/cm’ en placas de 48 pozos y 24 horas después fueron tratadas con concentraciones
crecientes de farmacos por 48 horas. La viabilidad celular se determiné con la técnica colorimétrica de cristal violeta. Se presentan los

porcentajes de viabilidad, sin observar diferencias estadisticamente significativas entre las diversas subpoblaciones de los grupos
fenotipicos 1A, 1By 2.
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7.2.2.2. Expresion de PDGFR y aumento en la susceptibilidad al imatinib

Al exponer las diversas subpoblaciones celulares a concentraciones crecientes de
imatinib (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 pM) se observo que las células PDGFR +,
pertenecientes al grupo fenotipico 2, presentaron caida en la viabilidad de manera dosis
respuesta comparado con las subpoblaciones de los grupos 1A y 1B (PDGFR -), en las
que solo se observa una disminucion de la viabilidad celular a partir de 1 uM. La
diferencia observada entre las subpoblaciones del grupo 2 y los grupos 1A y 1B fue
estadisticamente significativo (p < 0.05). (Figura 13)
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Figura 13. Citotoxicidad ante concentraciones crecientes de imatinib. Fueron sembradas 15,000
células/cm’ en placas de 48 pozos y 24 horas después fueron tratadas con concentraciones 0.01,
0.05, 0.10, 0.50, 1, 5y 10 uM por 48 horas. La viabilidad celular se determiné con la técnica
colorimétrica de cristal violeta. Se presentan los porcentajes de viabilidad, observando que es
menor en las subpoblaciones celulares PDGFR + (grupo fenotipico 2) al compararlas con las
subpoblaciones PDGFR — (grupos fenotipicos 1A'y 1B). P< 0.001. ** Diferencia estadisticamente
significativa a concentraciones = 0.05 pM.
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7.2.2.3. Viabilidad celular ante concentraciones crecientes de Paclitaxel
En la figura 14 se presenta la viabilidad celular ante concentraciones crecientes de
paclitaxel (0.1, 0.5, 1, 5 y 10 yg/ml). Las células de los grupos fenotipicos 1A y 1B
(PDGFR -, PTP1B +) presentan mayor resistencia a los efectos del paclitaxel, lo cual se
traduce en mayor viabilidad celular. Lo contrario ocurre con las subpoblaciones del grupo
fenotipico 2 (PDGFR +, PTP1B -). Al hacer las comparaciones entre las subpoblaciones
representativas de los grupo fenotipicos 2 versus 1A y 1B, este fenomeno fue

estadisticamente significativo.
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Figura 14. Viabilidad celular ante concentraciones crecientes de paclitaxel. Fueron sembradas
15,000 células/cm® en placas de 48 pozos y 24 horas después fueron tratadas con
concentraciones 0.1, 0.50, 1, 5y 10 yg/ml por 48 horas. La viabilidad celular se determiné con la
técnica colorimétrica de cristal violeta. Se presentan los porcentajes de viabilidad, observando
que es menor en las subpoblaciones celulares PDGFR + y PTP1B - (grupo fenotipico 2) al
compararlas con las subpoblaciones PDGFR — y PTP1B + (grupos fenotipicos 1A y 1B). P<
0.001. ** Diferencia estadisticamente significativa a concentraciones de 0.50, 1y 5 pg/ml.
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8. Discusidén y conclusion

En el presente estudio analizamos la expresién de una amplio panel de RFC, la fosfatasa
de tirosina PTP1B, marcadores de TEM y receptores hormonales. Se relaciond la
expresion de estos  con funciones bioldgicas propias de las células neoplasicas y
respuesta a diversos farmacos. El modelo utilizado fueron subpoblaciones obtenidas de
un cultivo primario de un tumor mamario. Uno de los principales hallazgos demostrados
en este trabajo es la co-expresiéon de multiples receptores de con actividad de tirosina
cinasa en las células tumorales, lo cual contribuye a heterogeneidad intratumoral **. Esto
es de gran importancia clinica debido a que puede explicar la resistencia innata y
adquirida a inhibidores dirigidos contra estos blancos terapéuticos. En el caso de la
resistencia adquirida, al administrar un inhibidor de cinasas de tirosina, se pueden activar
circuitos autdcrinos y paracrinos dependientes de ligando y receptor, los cuales, activan
vias de sefalizacion rio abajo, como fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y cinasas activadas
por mitogenos (MAPK). Debido a la amplia convergencia de las vias de sefalizacion
presentes en las célula, estas son activadas por otros receptores hacia los cuales no esta

dirigido el tratamiento 3>%.

De la misma forma se ha demostrado recientemente que en
las células neoplasicas existe notable redundancia entre vias de sefalizacién, lo cual se
asocia a resistencia innata a inhibidores de cinasas de tirosina *’. Ejemplos de estos
fendbmenos han sido descritos en lineas celulares de cancer pulmonar no microcitico, en
las cuales se ha demostrado que la resistencia a los inhibidores de EGFR (gefitinib y
erlotinib) se asocia a una amplificacion de MET debido a un aumento de su ligando
natural (HGF), lo que conlleva a una activacion de PI3K dependiente de Her 3 *3%°. En
cancer de mama se ha demostrado que dentro de las subpoblaciones celulares se puede
encontrar un fenotipo Her 2+/ MET+, que explica un mecanismo de resistencia al bloqueo
de Her 2, a través del cual, la célula activa vias de senalizacion dependientes de MET de
forma compensatoria, que conlleva resistencia al tratamiento. De forma interesante se
observa que el bloqueo inducido de cualquiera de los receptores (MET o Her 2) conlleva a

un aumento de la sefializacién dependiente del otro >°.

Ademas de la co-expresidn y co-activacion de multiples RFC en la misma célula,
recientemente Snuderl y colaboradores reportaron que la expresion de MET, PDGFRA y
EGFR en un glioblastoma primario tiene un patron mutuamente excluyente en distintas
subpoblaciones celulares del mismo tumor, planteando interrogantes sobre la utilidad de
las terapias dirigidas " Respecto a este patron mutuamente excluyente de PDGFR entre

las subpoblaciones estudiadas y su relacién con la TEM, Jechlinger y colaboradores
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utilizando una linea celular de epitelio mamario, demostraron un rol importante de PDGFR
durante el desarrollo de las metastasis de cancer de mama. De forma interesante,
observaron que para el inicio de la TEM inducida por el factor transformador del
crecimiento beta (TGFB), es necesario el establecimiento de un circuito autocrino
PDGF/PDGFR, que induce la sefalizacion a través de PI3K y protege a las células de la
apoptosis durante el proceso de transicidon. Se observé que al inhibir la sefializacion de
PI3K y bloquear PDGFR las células presentaban apoptosis, sin embargo, después de
haberse dado la TEM, la célula no necesita mas de este circuito para sobrevivir, lo cual se
demostré al inhibir PI3K y bloquear PDGFR y no observar muerte celular *°. Los datos
obtenidos en el presente trabajo pueden relacionarse con lo observado por estos
investigadores, ya que las subpoblaciones deficientes en PDGFR presentan un fenotipo
mesenquimatoso con expresion de vimentina y pérdida de E-cadherina y por lo que
asumimos que han completado la TEM y en consecuencia no necesitarian la sefializacion
dependiente de PDGFR para mantener su supervivencia. Asimismo, se demuestra que
las subpoblaciones celulares de un tumor mamario, pueden encontrarse en diversos
momentos de la TEM y a su vez expresar distintos RFC lo cual puede ser atribuible a la
transicion en que se encuentran o a los diversos estimulos provenientes de las mismas

células tumorales o su entorno.

Este es el primer estudio llevado a cabo en un cultivo primario de un tumor mamario, en el
que se demuestra un patron mutuamente excluyente de varios RFC, marcadores de TEM
y la fosfatasa PTP1B entre las subpoblaciones identificadas. La heterogeneidad
demostrada en este trabajo, ubica a las subpoblaciones celulares de este cultivo primario
en tres grupos fenotipicos. Observamos que las subpoblaciones celulares PDGFR+,
MET- , PTP1B-, Her 1-, Her 2+, Her 3-, y VEGFR- (grupo fenotipico 2) mantienen el
fenotipo epitelial con expresion de E-cadherina; mientras que las subpoblaciones PDGFR-
, MET+, PTP1B+, Her 1+, Her 2+, Her 3+ y VEGFR + (grupos fenotipicos 1A y 1B)
expresan vimentina, habiendo perdido en su mayoria la expresion de E-cadherina, lo cual
les confiere un fenotipo mesenquimatoso. Las subpoblaciones del grupo 2 presentan una
mayor tasa de proliferacion celular, capacidad de migracién celular y tumorigenicidad.
Contradictoriamente, las subpoblaciones del grupo fenotipico 1 (A y B), a pesar de tener
el fenotipo mesenquimatoso, mostraron una capacidad de migracion y tumorigenicidad
menor que la observada en las células con caracteristicas epiteliales (grupo 2), lo cual
probablemente esté relacionado a la redundancia en las vias de sefializacion existentes

en una célula neoplasica, que es muy compleja y puede dar lugar a diversas respuestas
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bioloégicas in vitro, ademas del papel importante que juega PDGFR y Her 2 en la
capacidad de invasion y metastasis, siendo su sobre expresion un factor importante

asociado a pobre prondstico 43

Asimismo, se debe considerar la interaccidon con los
componentes del microambiente tumoral, como factor necesario para que las células
neoplasicas adquieran incremento en su capacidad de migracion, lo cual es imposible

establecer en este modelo in vitro.

En cuanto a la respuesta a farmacos, observamos que no existen diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular a concentraciones crecientes de
lapatinib, doxorrubicina, crizotinib y capecitabina. Sin embargo, la sensibilidad a los
efectos del paclitaxel e imatinib es diferente en las subpoblaciones pertenecientes a los
grupos fenotipicos. Se observd una mayor susceptibilidad en las células del grupo
fenotipico 2 (PDGFR +, PTP1B -) y mayor resistencia en las células de los grupos 1A'y
1B, lo cual es consistente con datos no publicados de nuestro grupo de trabajo, donde se
ha observado que cultivos primarios de cancer de mama PDGFR + PTP1B - son
susceptibles al efecto citotoxico tanto de Imatinib como de Paclitaxel ****. Estos hallazgos
ubican a PDGFR y PTP1B como posibles marcadores predictivos de respuesta al
tratamiento con Imatinib y taxanos, y serian utiles clinicamente al momento de escoger el
tratamiento de pacientes con cancer de mama. Como se indicO previamente, las
subpoblaciones celulares del grupo fenotipico 2 (PDGFR +) se caracterizaron por
conservar marcadores epiteliales, lo cual podria tener una importante implicacion
terapéutica, ya que el bloqueo de PDGFR en etapas tempranas de la enfermedad podria
disminuir el potencial metastasico de estas subpoblaciones en pacientes seleccionadas.
Al respecto, una de las lineas de investigacion que surgen de este trabajo, se debe
centrar en determinar el grado de activacion de los distintos RFC expresados, lo cual
podria ayudar a crear “perfiles de heterogeneidad intratumoral” que permitan seleccionar
a las pacientes para diversos tratamientos dirigidos, asi como estrategias orientadas a la
modulacién del microambiente tumoral, fuente importante de factores de crecimiento
celular. En el contexto de enfermedad en etapas tempranas se podria identificar
subpoblaciones celulares con potencial metastasico, determinar su patrén de expresiéon
de RFC y dirigir estrategias terapéuticas (adyuvantes o neoadyuvantes) encaminadas a la
erradicacion de las mismas, mientras que en enfermedad avanzada, un abordaje

terapéutico adaptativo como el propuesto por Gatenby y colaboradores 45,46

, podria
mantener un equilibrio entre las diversas subpoblaciones celulares, permitiendo prolongar

la supervivencia de las pacientes.
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Por otra parte, la mayoria de los trabajos publicados en la literatura, utilizan como
modelos de experimentaciéon lineas celulares comerciales, obtenidas principalmente de
lesiones metastasicas, derrames pleurales o asciticos. Estas lineas celulares son
homogéneas, y su uso como modelos de experimentacion tiene entre otros
inconvenientes, el hecho de no haber sido parte del microambiente tumoral y las

importantes interacciones que ahi se desarrollan '8,

Una de las fortalezas del presente
estudio es que se ha realizado con subpoblaciones obtenidas de un tumor primario, y
practicamente todos los experimentos se han realizado en menos de 30 pasajes. Esto
permite que nuestras conclusiones se basen en la expresién de marcadores de TEM y

RFC, presentes al momento de la reseccion del tumor.

Finalmente, con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que la
expresion de RFC y marcadores de TEM es heterogénea en diferentes subpoblaciones de
un cultivo primario de un tumor mamario, expresandose algunos de estos, de manera
mutuamente excluyente. Esto tiene implicacion en las funciones biologicas de las células
neoplasicas (proliferacion, migracion y tumorigenicidad) asi como respuesta a diversos
farmacos y plantea interrogantes sobre el abordaje diagnodstico y terapéutico de las

pacientes con cancer de mama.
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