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RESUMEN

Introduccién. Las mucinas se encuentran presentes en los diferentes epitelios mucosos y
las alteraciones en su expresion han sido observadas en diversos carcinomas. Por otro
lado, no existen reportes previos sobre la expresion de mucinas en neoplasias de origen
mesenquimatoso. Las mucinas de membrana pueden interactuar con distintos tipos de
receptores tirosina cinasa, activando asi vias de sefalizacion como la MAPK, PI3K, STAT.
Esta activacion puede favorecer la proliferacion, mayor potencial invasivo, inhibicion de la
apoptosis, entre otras. Objetivo. El presente estudio compara el patrén de expresion de
mucinas de membrana y receptores tirosina cinasa (RTK's) en lineas celulares de
carcinoma de células escamosas (CCE) y rabdomiosarcomas (RMS) in vitro. Se
emplearon tres lineas celulares de CCE de distinto sitio de origen: Cal-27 (lengua), FaDu
(hipofaringe), A253 (glandula submandibular), y dos lineas de RMS de distinta tipo
histologico: RD (embrionario) y RH30 (alveolar). Mediante las técnicas de
inmunocitoquimica (ICQ) e inmunofluorescencia (IF) se realizd0 un analisis
semicuantitativo de la expresién de MUC1, MUC3, MUC4, EGFR, erbB2, erbB3, erbB4 y
c-Met, asi como su patron de distribucion celular. Resultados. La expresién de mucinas
incrementé en las células mas aberrantes de las lineas celulares analizadas. MUC3
mostré una localizacion atipica (ndcleo y nucléolo) en las lineas FaDu y RD. Asimismo,
esta mucina colocaliz6 con los receptores erbB3 y erbB2, respectivamente. Destaca la
expresion de MUC4 en las cinco lineas celulares. Los RTKs mas expresados fueron
EGFR, erbB2, erbB3 y c-Met, principalmente en las lineas FaDu, A253 y RD.
Conclusiones. La presencia de mucinas de membrana en células neoplasicas de origen
mesenquimatoso como los RMS es un hallazgo interesante, sobre todo por la elevada
expresion de MUC3, dada su tendencia a asociarse con erbB2 y erbB3 para disparar
sefales moleculares mas potentes. La presencia de MUC4 en células neoplasicas de
CCE y RMS destaca por la relacion que se ha observado con el menor grado de

diferenciacion y peor prondostico de las lesiones.
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1. INTRODUCCION

El epitelio de los érganos del tracto digestivo, respiratorio y genitourinario esta constituido
principalmente por mucinas. Esta capa proporciona lubricacion, hidratacion y proteccion
frente a agresiones exdgenas y endbégenas. Las mucinas constituyen un grupo
heterogéneo de glicoproteinas filamentosas de alto peso molecular que presentan un
centro proteico al que se unen numerosas cadenas de carbohidratos, los cuales

representan mas de la mitad de su peso molecular.

Actualmente se reconoce que las mucinas participan en eventos de proliferacion y
diferenciacion epitelial, modulacién de la adhesion celular, sefalizacion, asi como en la
proteccion contra agentes patdégenos. Se ha evidenciado su participacion en procesos
patolégicos como la fibrosis quistica, asma y cancer. La familia de mucinas o MUC se
divide en dos grandes grupos: mucinas secretadas y mucinas de membrana. Estas
dltimas presentan dominios de union a factores de crecimiento capaces de disparar vias
de sefalizacion asociadas con proliferacion y muerte celular, asi como invasion y

metastasis en diferentes tipos de neoplasias.

Dado que la expresiéon de las mucinas es mas comun en los epitelios, la expresion
aberrante de moléculas tipo mucina en neoplasias de origen no epitelial no ha sido
estudiada a profundidad. La relacién de las mucinas con receptores tirosina cinasa (RTKS)
evidenciada en carcinomas ha generado gran interés por entender la importancia
biolégica de esta relacion y su posible efecto en la regulacion de la proliferacion, evasion
de la muerte celular, invasién y metastasis. El conocimiento de la expresion simultanea de
moléculas como las mucinas y RTK’s en las neoplasias malignas desarrolladas en cabeza
y cuello podra contribuir en un mayor entendimiento acerca de su comportamiento

biolégico en la biusqueda de un mejor diagnéstico y prondstico.
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2. ANTECEDENTES

El grado de malignidad tumoral se define por algunas caracteristicas particulares como la
proliferacion celular excesiva, motilidad e invasividad, la adhesion de las células tumorales
al endotelio, la actividad litica de la matriz extracelular, la angiogénesis y la resistencia a
la apoptosis'. Las glicoproteinas llamadas mucinas poseen funciones de barrera en los
epitelios mucosos, participan en la comunicacion intercelular y la transduccién de sefnales
gue conducen a la proliferacion y supervivencia celular. La alteracion en la expresion de

mucinas ha sido identificada ampliamente en diversos tipos de neoplasias®.
2.1. Mucinas. Generalidades.

Las mucinas son el mayor componente en epitelios de tipo mucoso, principalmente
los que estan expuestos a condiciones hostiles como el tracto respiratorio y digestivo®
Pertenecen a una familia de proteinas altamente glicosiladas (predominantemente O-
glicosiladas) y contienen estructuras oligosacaridas muy complejas (Figura 1). Contienen
un nadcleo polipeptidico lineal denominado apomucina y una porcion glicosilada que
presenta carbohidratos como fucosa, galactosa, manosa, N-acetilglucosamina (GICNAc),

N-acetilgalactosamina (GalNAc) y &cido sialico (Neu5Ac)®.

A) B) Fig. 1 Los dos tipos mas frecuentes de glicosilacion:

Asn Ser/Thr A) N-glicosilacién, unido al grupo amino del

aminodacido asparagina. B) O-glicosilacién, unido al
grupo hidroxilo del aminoacido serina, treonina,

prolina. Las mucinas poseen grandes
ramificaciones, predominantemente O-

glicosiladas.

7\
! . GlcNAc . Galactosa
Manosa Fucosa
. GalNAc ‘ Neu5Ac
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Existen dos tipos de mucinas: secretadas (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUCY7,
MUC8, MUC9, MUC19) presentes en la superficie de epitelios mucosos* que
proporcionan viscosidad, lubricacién y constituyen una barrera molecular selectiva v,
mucinas de membrana (MUC1, MUC3, MUC4, MUC11, MUC12, MUC13, MUC15,
MUC16, MUC17, MUC20) que participan en interacciones célula-célula y algunas en la

comunicacion celular por medio de vias de sefializacion> ® (Figura 2)”.

Membrane-bound mucin - MUC3

Secreted mucin - MUC2

R | I

Unique sequence [l signal sequence B Proteolytic cleavage
B Epidermal Growth B 5ea urchin sperm B variable number
Factor protein, Enterokinase tandem repeat
and Agrin
. Transmembrane . Cytoplasmic tail
B © domain B Autocatalytic B D domain
(D1, D2, D, D3) protealytic cleavage (Da)

. Cysteine rich domain . Cysteine-knot domain

Fig. 2 Diferencias estructurales entre mucinas transmembranales (MUC3) y mucinas
secretadas (MUC2) (tomado y modificado de Barnett, 2012).

Las mucinas ancladas a la membrana celular participan en los procesos de
proliferacion de las células tumorales debido a su capacidad de inducir transduccion de

sefiales a través diversas vias de sefializacion como la MAPKS&.

2.2 Mucinas de membranay cancer.

2.2.1 Mucinas en carcinomas.
Las células cancerosas expresan formas y cantidades aberrantes de mucinas y confieren
cualidades diferentes de interaccion celular en las fases de progresion tumoral. Influyen
en el crecimiento, supervivencia celular y en la habilidad de interactuar con lectinas
enddgenas y receptores de células endoteliales para efectos de invasion y metastasis®.

6
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Se cree que la condicion més bésica que las mucinas le otorgan a las células
malignas es la de proteccion, misma que fisiolégicamente proporcionan a los epitelios
Mmucosos, con la cual construyen un microambiente molecular que les permite sobrevivir y
crecer en sitios distantes®’. Se ha propuesto que las mucinas otorgan a las células
tumorales propiedades antiadhesivas para separarse de su sitio de origen y evadir la
respuesta inmune, asi como propiedades adhesivas para colonizar otros sitios (Figura
3)™. Se ha demostrado que MUC1 puede mediar fenémenos de adhesion con la molécula
ICAM-1'! y otras observaciones muestran el decrecimiento de interacciones célula-célula
y célula-sustrato. En algunos carcinomas, la pérdida de adhesién celular facilita que las
mucinas lleguen a la circulacién sanguinea, formando un cuadro muy Gtil de marcadores

moleculares con aplicaciones clinicas*?

Mucin sensors of molecular environment Tumour-assoclated mucins
Barrier/mucus layer and thelr Interactions with microenvironment
Secretory Mucin
mucins »ﬂ'%lr overexpressmn Steric h'"dgal“”g?
ractions

of cellto¢
cell- ECM \nte
Membrane-bound N-terminus
mucins 5 Masking
| - Mucm of surface
Cterminus splicing \?& molecules

Tight junctions @
Oncogen ic |

Adherent | I ‘ signalling |
O |
p i

i
RTKs Cell 2 A —
] Aberrant &) Aberrant
Integrins localization glycosylation

Immune Y 10
effector cell A Secr?ﬂttignbgogucin
7 K
Sequestering of growth factors, ) 0 99 -
cytokines and chemokines © 0, 1 N ., [s) % b 9
[0 N
L Selectins

" (ligands for mucin)

Fig. 3 Funciones de las mucinas en el desarrollo del cancer. Ademas de sus funciones protectoras en condiciones fisioldgicas, las
células cancerosas expresan formas y cantidades aberrantes de mucinas, que les confieren propiedades antiadhesivas, interacciones
célula-célula y célula-MEC, secuestro de factores de crecimiento, evasién de la respuesta inmune, y adhesion al endotelio en
fendmenos de metastasis (Tomado y modificado de Kaur et al., 2013).
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Se ha reportado la sobreexpresion de MUC1 en diversos tipos de carcinomas, en
particular displasias de mucosa oral, carcinoma in situ y carcinoma oral de células
escamosas (COCE). En estas lesiones, el incremento en la expresion de MUCL se

relacioné con grados pobres de diferenciacion celular'®.

La expresion aberrante de MUC4 también ha sido reportada en adenocarcinoma
pancreatico con un incremento proporcional al crecimiento tumoral;, a su vez, el
silenciamiento de MUC4 disminuye su motilidad y potencial invasivo™. Se ha reportado
una expresion elevada en tumores de glandulas salivales en relacion con grados de
diferenciacibon moderados y pobres. No obstante, algunos resultados contradictorios
reportan menor tiempo de recidiva y peor tasa de sobrevivencia en pacientes negativos a
la expresion de MUCA4®. En el COCE se relacioné la expresién de MUC4 con estadios
avanzados, metastasis en ganglios regionales y un mayor indice de mortalidad que
anteceden a un peor prong@stico, criterios a considerarse en el diagnéstico oportuno de

esta malignidad™.

La mucina 3 o MUC3 (codificada por 2 genes MUC3A, MUC3B) al igual que MUC1 y
MUC4 contiene dominios homélogos a la familia del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) que lo relacionan con el crecimiento, motilidad, diferenciacién y division celular®. Su
expresion también ha sido reportada en diversos carcinomas como el de mama, colon y
glandula salival. En glandulas salivales se encontré una diferencia en su expresion, con
predominio en el carcinoma de células acinares, pero negativa para otros subtipos como
el carcinoma mucoepidermoide®®. En carcinoma de mama se demostré6 una asociacion
entre su expresion (intensa y con localizacibn membranal) y estadios avanzados (con
infiltracién en nodulos linfaticos), ademas de un incremento en su recurrencia y peor

pronostico®’.
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2.2.2. Glicoconjugados en rabdomiosarcomas.

La informacion sobre la presencia de glicoconjugados en tumores de origen
mesenguimatoso y con relacion al grado de malignidad es muy escasa. Existen reportes
sobre la presencia de MUC4 en fibrosarcomas de tipo epiteliode esclerosante, como un
marcador clinico de elevada especificidad'®. En rabdomiosarcoma (RMS) humano,
estudios con lectinas han demostrado la presencia de moléculas glicosiladas en la
superficie celular™. Existen O-glicanos tipo mucina presentes en mioblastos unidos a la
molécula NCAM (glicoproteina perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas) en
donde regulan funciones fisiologicas de diferenciacion®. También existen reportes acerca
de la funcion fundamental en el proceso de metastasis y se ha reportado una relacién
entre la expresién de acidos polisidlicos (un antigeno asociado a malignidad) unidos a
NCAM vy el incremento en sitios de metastasis, mediante la implantacion de células de
RMS humano en un modelo de ratén®. Inclusive, NCAM se ha hallado en el suero de
pacientes con estadios avanzados de RMS y, mediante estudios inmunohistoquimicos se
demostré6 una relacidn entre una expresion intensa y estadios avanzados de la
enfermedad®. Debido a los pocos reportes existentes sobre la expresiéon de mucinas en
neoplasias de origen mesenquimatoso, esto representa un area de estudio fértil que
puede arrojar informacion relevante para el mejor entendimiento del comportamiento

biolégico de este tipo de lesiones.
2.3. RTKs y sus implicaciones en el desarrollo del cancer.
2.3.1 Familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (erbB).

La importancia del estudio de los receptores tirosina cinasa (RTK) radica en la
capacidad que tienen de inducir una respuesta transcripcional especifica por medio de

una sefal extracelular. Las células neoplasicas utilizan sistemas de transduccion de

9
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sefiales para su crecimiento y proliferacion excesivos. Gran parte de estas rutas actian
por medio de factores de crecimiento (EGF, FGF, PDGF y VEGF) que se unen a un
receptor que cuenta con un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio
intracelular con actividad tirosina cinasa intrinseca®®. La familia de RTKs del factor de
crecimiento epidérmico (erbB) constituye una de las mas estudiadas y con mayor
relevancia clinica. Esta familia se compone de cuatro miembros: EGFR (erbB1), erbB2
(HER2, neu), erbB3 (HER3) y erbB4 (HER4). La activacion de estos receptores se debe a
su capacidad de formar homo y/o heterodimeros e inducir diversas cascadas de
sefializacion celular como PI3K, MAPK, STAT vy fosfolipasa C que regulan actividades de
proliferacion celular, motilidad, diferenciacién y supervivencia®*. ErbB2 es el Gnico receptor
del cual no se conoce ligando especifico, sin embargo, es el preferido para formar
heterodimeros con los otros receptores (en especial con erbB3 que carece de actividad
tirosina cinasa, pero que bajo estas condiciones es capaz de generar una sefal

intracelular potente)® (Figura 4)*.

Fig. 4 Familia de

| . ¥
LFA,
i J o . i _ . receptores erbB con
 ETokc. e i l ] A sus correspondientes
= ligandos, dimeros vy
np P
o algunas proteinas

adaptoras y efectoras.

=0 dimers No se conoce ningln

)

ligando especifico para
erbB2, sin embargo
posee un dominio de
dimerizacion capaz de
interactuar con los
demas miembros,
entre ellos erbB3, el
cual tiene limitada
actividad tirosina
cinasa intrinseca
(tomado y modificado
de Yarden et al,
2001).
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Existe una amplia cantidad de informaciébn que demuestra una alteracion en la
expresion y activacion de RTKs en carcinomas (pancreatico, pulmonar, mamario y de
cabeza y cuello), varios de ellos ampliamente reconocidos como blanco terapéutico en

estadios tumorales avanzados?®® %" %8,

El receptor EGFR es el méas estudiado en carcinomas de cabeza y cuello. Los
estudios sobre la expresion de EGFR y erbB2 en cortes histoldégicos de COCE (lengua,
labio, encia y laringe) indican su marcada presencia desde estadios tempranos del
desarrollo tumoral®® *. Algunos estudios difieren acerca de la utilizacién de los TKI's
(inhibidores de tirosina cinasa) en lineas celulares de COCE de lengua y glandula salival
debido a la resistencia tumoral observada®. Sin embargo, otros estudios no descartan su

utilizacion efectiva en tumores de cabeza y cuello®.

A diferencia de los carcinomas, la informacion sobre el papel que desempefian los
RTKs en sarcomas y en especial la familia erbB es limitada. En lineas celulares de RMS
humano (alveolar y embrionario) se ha reportado la expresion de EGFR, erbB2 y erbB3,
destacando el incremento en el tipo embrionario® ** ** 3 Debido a que la via MAPK
depende de la fosforilacibn en cascada de ciertas proteinas, la activacion de receptores
como EGFR, erbB2 y c-Met se relacionan claramente con la transformacién oncogénica,

crecimiento tumoral y migracién en ambos subtipos histolégicos de RMS®" %,
2.3.2 Receptor c-Met.

c-Met (también llamado HGFR) es un RTK esencial en el desarrollo embrionario y la
reparacion de tejidos. Posee un dominio extracelular N-terminal unido a una a-hélice
transmembranal y una porcién C-terminal con actividad tirosina cinasa (Figura 5)*. Se
activa mediante un ligando especifico -el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)- y

resulta en la homodimerizacion y fosforilacién de sus residuos de tirosina, para activar

11
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vias de sefializacion, como la MAPK, PI3K, STAT y B-catenina. Al igual que otros RTKs, la
alteracion en su expresion se ha asociado al desarrollo de una amplia variedad de

tumores, tanto de origen epitelial como mesenquimatoso™®.
a-chain B-chain

Sema domain

PSI domain
IPT domain
Fig.5 Estructura de c-Met. Posee una porcidon
extracelular que contiene tres dominios: el dominio
oo semaforina en el extremo N-terminal (que
Juxtamembrane comprende las subunidades a y B), seguido del
domain dominio plexina-semaforina-integrina (PSI), y el
dominio de transcripcion inmunoglobulina-plexina
Kinase domain (IPT), unidos a wuna hélice transmembranal.

Intracelularmente contiene dominios tirosina cinasa
y sitios de andamio que interactian con proteinas

Multifunctional adaptadoras y efectoras de sefiales cuando se activa

docking site (tomado y modificado de Organ et al., 2011).

Existen algunas evidencias de la expresion aberrante de c-Met en el RMS alveolar y
embrionario. Esta sobreexpresion se relacioné con un mayor potencial invasivo en lineas
celulares de tipo alveolar (el mas agresivo y con peor prondstico)®. Por otra parte, su

inhibicion indujo la diferenciacion de las células y afect6 el potencial metastasico®.

En cancer de cabeza y cuello es cada vez mas claro que el sistema HGF/c-Met tiene
un papel muy importante en el potencial metastésico. Se ha detectado su presencia en
multiples sitios, principalmente en lengua, piso de boca y labio*'. En carcinoma de lengua

se encontrd una relacion entre c-Met y el estadio tumoral, invasividad y metastasis a
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nédulos linfaticos*> 3,

En otro estudio, c-Met se observé en células metastasicas
localizadas en ganglios linfaticos, asociando esta expresion a tumores altamente

invasivos™.
2.4 Interaccion entre mucinas y RTKs.

La importancia de las mucinas de membrana en células tumorales se debe a su gran
versatilidad, ya que se involucran en funciones de proteccién, ademas de su posible
interaccion con RTKs. La mayoria de las mucinas de membrana poseen dominios
homdlogos a EGF, por lo que se cree pueden interactuar con receptores erbB e inducir

una amplia variedad de respuestas (Figura 6)*.

MUC4 puede asociarse con erbB2 gracias a su gran facilidad para dimerizar. Este
complejo es capaz de reclutar PI3K para activar erbB3, el cual es conocido por generar

una sefial muy potente junto con erbB2*4%47,

MUC1 ha sido asociada principalmente con EGFR en carcinoma pancreatico y
mamario. Promueve su fosforilacion en respuesta a la unién de sus ligandos, lo que
desencadena vias como la MAPK* *® % Por otra parte, se ha observado la asociacion
entre MUC1 y c-Met en CCE oral y faringeo con distintos grados de diferenciacién®, asi
como el efecto sobre la capacidad de migracion de estas células bajo condiciones de

inhibicion especifica®.
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kinase activation

By Ras Raf MEK

Transcription

Cell Proliferation

Fig. 6 Algunos mecanismos relacionados entre MUC1, MUC4 y erbB’s en la proliferacién del
cancer. MUC1 a través de su dominio carboxilo terminal interactia con EGFR e incrementa
la proliferacion celular via Erk. Mediante su dominio C-terminal puede traslocar a nucleo
mediante B-catenina. MUC4 interactia principalmente con erbB2 a través de su dominio
homadlogo extracelular para activar Erk y Akt. Ambas mucinas se han asociado a eventos
antiapoptosicos (tomado v modificado de Bafna et al.. 2010).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, los carcinomas de cabeza y cuello presentan una incidencia aproximada de
2.5% y una mortalidad de casi 1.5% del total de las malignidades®. De ellas, el mas
comun es el carcinoma de células escamosas (CCE). Por otra parte, la informacién sobre
la incidencia de rabdomiosarcomas (RMS) es escasa. Se trata de una de las neoplasias
de tejidos blandos mas comun en nifios y adolescentes, representando un 7% de todas

las neoplasias malignas en menores de 20 afios™.

El CCE oral presenta tres grados de diferenciacion, mientras que el RMS presenta
tres variantes histolégicas. El grado de diferenciacién y subtipo histol6gico son parametros
a considerar al momento del diagnostico y prondstico de las neoplasias. A pesar de que
se tiene conocimiento sobre la expresion aberrante de mucinas de membrana y su
interaccion con receptores tirosina cinasa en neoplasias de tipo epitelial, la informacion de
Su presencia en sarcomas es insuficiente, por lo que en el presente estudio se plantea
investigar si el grado de diferenciacién o variante histoldgica esta relacionado con la
expresion simultanea de mucinas de membrana y receptores tirosina cinasa (c-Met y
familia erbB) en lineas celulares de CCE oral y faringeo, asi como en células de RMS

alveolar y embrionario.
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4. JUSTIFICACION

El pronéstico y calidad de vida de los pacientes diagnosticados con carcinoma de células
escamosas en cabeza y cuello, asi como con rabdomiosarcoma es pobre. Sumado a ello,
el diagnostico tardio y la baja efectividad de los tratamientos empleados generan la
necesidad de comprender mejor el comportamiento biolégico de estas lesiones, con el fin
de encontrar marcadores utiles que permitan realizar diagndésticos oportunos y mas
precisos. El presente trabajo aporta evidencias acerca de la expresion simultanea de
marcadores moleculares glicoproteicos como las mucinas de membrana y los receptores
tirosina cinasa erbB y c-Met en lesiones cancerosas de origen epitelial y mesenquimatoso

desarrolladas en cabeza y cuello.
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5. OBJETIVO

Comparar el patron de expresion de las mucinas de membrana MUC1, MUC3 y MUC4 y
receptores tirosina cinasa c-Met y erbB (EGFR, erbB2, erbB3 y erbB4) en carcinomas de
células escamosas de cabeza y cuello (lengua, hipofaringe y glandula salival) y

rabdomiosarcomas (alveolar y embrionario) in vitro.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el patrén de distribucion y localizacién celular de las mucinas de membrana
MUC1, MUC3 y MUC4 vy, receptores tirosina cinasa c-Met y familia erbB (EGFR, erbB2,
erbB3 y erbB4) en lineas de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (oral,
hipofaringe y glandula salival) con distinto grado de diferenciacién, asi como en

rabdomiosarcoma (alveolar y embrionario) mediante inmunotincion.
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6. HIPOTESIS

La expresion de las glicoproteinas de membrana MUC1, MUC3 y MUC4 y receptores
tirosina cinasa c-Met y familia erbB (EGFR, erbB2, erbB3 y erbB4) est4 relacionada con el
grado de diferenciacion del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (oral,
hipofaringeo y de glandula salival) y el subtipo histolégico del rabdomiosarcoma (alveolar

y embrionario) in vitro.

18



TESIS DE LICENCIATURA DIEGO ALBERTO BARCENAS LOPEZ

7. MATERIALES Y METODO.

7.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo.

Se utilizaron las lineas celulares Cal-27 (CCE de lengua, bien diferenciado), FaDu (CCE
hipofaringeo, moderadamente diferenciado), A253 (CCE de glandula submandibular,
pobremente diferenciado), RD (RMS embrionario) y RH30 (RMS alveolar) de ATCC. Las
células fueron sincronizadas y se mantuvieron en una incubadora HECELL a 37°C, en
una atmésfera humeda, 5% de CO,, DMEM+SFB10%, con antibidtico-antimicético y
cultivadas en condiciones de esterilidad. Se utilizaron las lineas celulares MCF7 (cancer

de mama carcinoma ductal invasor) como control positivo de mucinas y RTKs.

7.2 Inmunocitoquimica.

Las células fueron cultivadas en DMEM suplementado con 10% SFB, antibidtico,
antimicético e incubadas en las condiciones arriba descritas hasta obtener una monocapa
(90%). Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 1h. Se realiz6 la
recuperacion antigénica (buffer de citratos 10 mM, pH 6). Se bloqued la actividad de la
peroxidasa endégena con H,O, al 3% durante 10 min y se incubd con albumina/PBS 0.1%
durante 20 min a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con PBS 1x y
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios anti-MUC1, anti-MUC3, anti-
MUC4, anti-Met, anti-erbB1, anti-erbB2, anti-erbB3 y anti-erbB4 (dilucion 1:300, Sta. Cruz
Biotechnology, CA) durante una hora a 4°C en camara humeda. Después se realizaron
lavados con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario biotinilado del sistema
Multilink (Dako North America, Inc, Carpinteria, CA) durante 30 min a temperatura
ambiente seguido de la incubacién con estreptavidina+tHRP durante 30 minutos. Se

continud con el revelado con 3’3’ diaminobencidina (Dako North America, Inc, Carpinteria,
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CA). Las laminillas fueron contratefiidas con hematoxilina de Harris para después

montarse con resina hidrofébica Entellan.

7.3 Inmunofluorescencia

Las células fueron cultivadas en DMEM suplementado con 10% SFB, antibidtico,
antimicético e incubadas bajo las condiciones anteriormente mencionadas hasta obtener
una monocapa (90%). Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (500 pl) a 4°C
por 1h. Se realizd la recuperacion antigénica con buffer de citratos 10 mM, pH 6 en
ebullicion por 15 min. Se incub6 con albumina/PBS 0.1% durante 20 min a temperatura
ambiente, realizando lavados con PBS 1x y posteriormente se incubd con los anticuerpos
primarios anti-MUC1, anti-MUCS3, anti-erbB2 y anti-erbB3 solo en las lineas tumorales
FaDu y RD (dilucion 1:200, Sta. Cruz, CA). Esta incubacion se realizé durante 2h en
camara himeda a temperatura ambiente. Después se realizaron lavados con PBS 1X y se
incub6é con un anticuerpo secundario con fluorocromo (anti-mouse FITC o anti-rabbit
TRITC, dilucién 1:200) de Jackson ImmunoResearch durante 1h a temperatura ambiente.
Se realizaron lavados con PBS 1x y se montaron las muestras con Vectashield DAPI
(Vector). El andlisis de triple marcaje se realiz6 con un microscopio invertido Nikon
Diaphotmicroscope (Nikon, Japan) equipado con un sistema de epiluminiscencia y un
sistema confocal (Bio-Rad, MRC-1024, Watford, UK). Las imagenes fueron guardadas en
una amplificacion de 40x y se capturaron en tres canales (verde para FITC, rojo para
TRITC y azul para DAPI). Las imagenes se traslaparon usando el ConfocalAssistant 4.02.
En el traslape, una imagen en amarillo se interpreté como una colocalizacién entre los dos

marcadores.
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8. RESULTADOS

La expresion semicuantitativa y localizacion celular de las mucinas de membrana MUC1,
MUC3, MUC4 vy los receptores tirosina cinasa c-Met y familia erbB (EGFR, erbB2, erbB3 y

erbB4) se determiné mediante inmunocitoquimica.

8.1. Expresion inmunocitoquimica de mucinas.

8.1.1 Carcinoma de células escamosas.

En la linea celular Cal-27 (carcinoma de lengua) se observa la expresibn moderada de
MUC1 y MUC4 con un patron granular en el citoplasma de células en proliferacion (Fig.
7A, C). Sin embargo, la expresion es negativa para MUC3 (Fig. 7B). En la linea celular
FaDu (carcinoma hipofaringeo) se observa expresion perinuclear de MUC1 y MUC4 de
manera moderada e intensa, respectivamente (Fig. 7D y 7F). La expresion de MUC3 es
intensa en citoplasma (Fig. 7E), nacleo y membrana celular (Fig. 8A). En la linea celular
A-253 (adenocarcinoma de glandula submandibular), MUC1l y MUC3 se expresa

levemente en citoplasma (7G y 7H), y MUC4 de forma moderada también en citoplasma

(Fig. 71).

8.1.2 Rabdomiosarcoma.

La linea celular RD (RMS embrionario) presenta expresion leve de MUCL1 en citoplasma
(Fig. 7J). A su vez, MUC3 también se expresa en ndcleo y citoplasma (Fig. 7K y 78B).
MUC4 se expresa de forma moderada en citoplasma y a nivel perinuclear (Fig. 7L). En la
linea celular RH30 (RMS alveolar) se observa un marcaje leve de MUC1 y MUC3 en
citoplasma (Fig. 7M y 7N). MUC4 se expresa de forma intensa en citoplasma, membrana

(Fig. 70).
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Fig 7. Expresion inmunocitoquimica de mucinas de membrana en lineas celulares de carcinoma de células escamosas y
rabdomiosarcoma. Cal-27: Expresién de MUC1 y MUC4 en citoplasma (A, C); no hay expresién de MUC3 (B). FaDu: Expresién de MUC1
y MUC4 con localizacion citoplasmética y perinuclear (D, F); MUC3 se observa en nucleo, membrana y citoplasma (E). A253: Presencia
de MUC1, MUC3 y MUC4 en citoplasma (G, H, I). RD: Presencia perinuclear y citoplasmatica de MUC1 y MUC4 (J, L); MUC3 se expresa
en nucleo (K). RH30: Leve expresion de MUC1 y MUC3 (M, N); expresidn intensa de MUC4 en citoplasma y en membrana celular en
una posicion polarizada (O) (40x. Escala grafica=50 um).
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30 ypm

Fig. 8 Expresion inmunocitoquimica de MUC3. Expresién membranal y nuclear en FaDu (A); expresion nuclear de MUC3 en
células RD (B) (100x. Escala grafica=30um).

TABLA 1. Grado de expresion de MUC1, MUC3 y MUC4 en lineas celulares de carcinoma de células escamosas
(Cal-27, FaDu y A253) y rabdomiosarcoma (RD, RH30).

MUCINAS
MuC1 muc3 Muca
N C N C N C
Cal-27 - ++ - - - ++
FaDu - ++ +++ +++ - +++
(Pn) (M) (Pn)
A253 - + - + - ++
RD - + + + - +++
(Pn) (Pn) (Pn)
RH30 - + - + - +++
(M)
(N) Nucleo; (C) Citoplasma; (M) Membrana; (Pn) Perinuclear.
(-) Negativo, (+) Leve; (++) Moderada; (+++) Intensa.
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8.2 Expresion inmunocitoquimica de receptores tirosina cinasa (RTK).

8.2.1 Carcinoma de células escamosas.

En la linea celular Cal-27 se observa expresion intensa de EGFR (membrana y
citoplasma) y erbB2 (citoplasma) (Fig. 9A y 9D). ErbB3 se expresa de forma intensa en
citoplasma (Fig. 9G) mientras que erbB4 y c-Met se expresan de moderadamente en
citoplasma (Fig. 9J y 9M). Cabe sefialar que esta linea celular presenta numerosas
mitosis aberrantes por campo analizado, y la presencia de los cinco marcadores
evaluados es mas evidente en células en mitosis. En FaDu, los receptores EGFR y erbB3
se expresan de forma intensa en citoplasma, nucleo y nucléolo (Fig. 9B y 9H). erbB4 y c-
Met mostraron un marcaje intenso solo en citoplasma (Fig. 9K y 9N), mientras que erbB2
se expresa moderadamente en citoplasma (Fig. 9H). El marcaje es compatible con
células de mayor tamafio y multinucleadas. En la linea celular A253, se presentd
expresion intensa de EGFR (membrana, citoplasma) (Fig. 9C), erbB4 y c-Met (citoplasma)
(9L y 90); erbB2 de forma moderada en un citoplasma (Fig. 9F) al igual que erbB3, pero

este Ultimo expresado en citoplasma, nucleo y nucléolo (Fig. 9l).

8.2.2 Rabdomiosarcomas

En la linea celular RD se observa expresion moderada de EGFR (membrana) (Fig. 10A),
erbB4 y c-Met en citoplasma (Fig 10G y 10I1).Se observa marcaje intenso en citoplasma
con erbB2 y erbB3, pero este ultimo expresado ademas en nucleo y nucléolo (Fig. 10C y
10E). Por otra parte, RH30 presenta positividad moderada para los receptores EGFR,
erbB2, erbB4 y c-Met (Fig. 10B, 10D, 10H y 10J), mientras que erbB3 presenta marcaje

leve (Fig. 10F); en RH30 los cinco RTK's se expresaron en citoplasma.
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Fig 9. Expresion inmunocitoquimica de receptores tirosina cinasa en lineas celulares de carcinoma de células escamosas. Marcaje
membranal y citoplasmatico para EGFR (A) y solo citoplasmético en erbB2, erbB4 y c-Met en Cal-27 (D, G, J, M). Expresion
citoplasmatica de erbB2 y erbB4 en FaDu (E, K); EGFR y erbB3 presenta expresidn nuclear y perinuclear (B, H), mientras que c_Met se
expresa en citoplasma y en perintcleo (N). A253 presenta expresiéon en membrana y citoplasma de EGFR (C), mientras que erbB2,
erbB4 y c-Met se observan solo en citoplasma (C, F, L, O); erbB3 se observa nuclear y perinuclear (I). (40x. Escala grafica=50 pum).
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Fig 10. Expresidon inmunocitoquimica de receptores tirosina cinasa en lineas celulares de rabdomiosarcoma. En RD, EGFR se
expresa en membrana y citoplasma (A) mientras que erbB2, erbB4 y c-Met se expresan solo en citoplasma (C, G, 1); erbB3
se expresa intensamente en nucleo y citoplasma (E). RH30 expresa los cinco RTKs (EGFR, erbB2, erbB3, erbB4, c-Met) en
citoplasma (B, D, F, H, J). (40x. Escala grafica=50 pum).



TESIS DE LICENCIATURA DIEGO ALBERTO BARCENAS LOPEZ

TABLA 2. Expresion de EGFR, erbB2, erbB3, erbB4 y c-Met en lineas celulares de carcinoma de células escamosas (Cal-
27, FaDu y A253) y rabdomiosarcoma (RD y RH30).

RECEPTORES TIROSINA CINASA
EGFR erbB2 erbB3 erbB4 c-Met
N C N C N C N C N C

Cal-27 - +++ - +++ +++ +++ - ++ - ++

(M)
FaDu +++ +++ - ++ +++ +++ - +++ - +++

(Pn) (Pn) (Pn)
A253 - +++ - ++ +++ +++ - +t - +++

(M) (Pn) (Pn)
RD - ++ +H+ +H+ +H+ +H+ - ++ - +Ht

(M) (Pn)
RH30 - ++ - ++ - + - ++ - ++

(Pn)

(N) Nucleo; (C) Citoplasma; (M) Membrana; (Pn) Perinuclear.
(-) Negativo, (+) Leve; (++) Moderada; (+++) Intensa.

8.3 Inmunofluorescencia.

Dado que las lineas celulares FaDu y RD mostraron mediante inmunocitoquimica una
localizacién aparentemente intranuclear (Tablas 1 y 2), se decidio corroborar la ubicacion
especifica de MUC1, MUC3 y erbB3 en FaDu y, MUC3 y erbB2 en RD mediante
inmunofluorescencia. El objetivo fue visualizar la expresion en cuanto a localizaciéon y

probable colocalizacion.
8.3.1 Linea celular FaDu.

Al igual que los resultados obtenidos mediante inmunocitoquimica, se observa el marcaje
citoplasmatico y perinuclear de MUCL1 (Fig. 11B). Los nucleos se contratifieron con DAPI

(Fig. 11A). La expresion de MUC3 (Fig. 12B) y erbB3 se observa en nucleo (Fig. 12C).
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La colocalizacion de los dos marcadores nos permite confirmar su presencia nuclear

(MUC3 = cian; erbB3=magenta) (Fig. 12D).
8.3.2 Linea celular RD.

Se observa presencia citoplasmética y nuclear de MUC3 (Fig. 13B), al igual que erbB2

(Fig. 13C). Mediante traslape de imagenes se confirma la presencia de MUC3 en nucleo

(color cian) (Fig. 13D) y colocalizacién nuclear de MUC3 (verde) y erbB2 (rojo) (Fig. 13E).

Fig. 11 Inmunofluorescencia con doble marcaje en la linea celular FaDu. Contratincién nuclear con DAPI (A). Expresion citoplasmatica
(B) y perinuclear (C) de MUC1. (40x. Escala grafica=50um).

A

Fig. 12 Inmunofluorescencia con tres marcadores en la
linea celular FaDu. Ndcleos contratefiidos con DAPI (A);
expresion de MUC3 (B) y erbB3 (C). Colocalizacion
nuclear de MUC3 (flecha amarilla) (DAPI+FITC) y erbB3
(flecha blanca) (DAPI+TRITC) (D). (40x. Escala
grafica=50um).
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MERGE (FIFC+TRITC)

S &

Fig 13. Inmunofluorescencia de
triple marcaje en RD.
Contratincién nuclear con DAPI
(A).Se observa expresion de
MUC3 (B) y erbB2 (C). La
colocalizacion  nos  permite
confirmar la presencia nuclear
de MUC3 (DAPI+FITC) con
coloracién cian (D). También se
puede observar colocalizacién
nuclear entre MUC3 y ErbB2
(FITC+TRITC) en color amarillo
(E). (40x. Escala grafica =
50um).
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9. DISCUSION

El presente estudio comparé la expresion de mucinas de membrana y receptores tirosina
cinasa en lineas celulares tumorales de origen epitelial y mesenquimatoso, y la relaciéon
con el sitio de localizacion y las variantes histolégicas que presentan. Se emplearon tres
lineas celulares de carcinoma de células escamosas (CCE) de diferente sitio de origen:
Cal-27 (lengua), FaDu (hipofaringe) y A253 (glandula salival) asi como las lineas celulares
RD (embrionario) y RH30 (alveolar) que representan las dos variantes histolégicas mas
comunes de rabdomiosarcoma (RMS). Las alteraciones en la expresion de
glicoconjugados como las mucinas ha sido ampliamente reportada en carcinomas, sin
embargo, este estudio representa el primer reporte sobre la presencia de mucinas de

membrana en neoplasias de origen no epitelial.

Posiblemente la mucina que mas se ha estudiado es MUC1, a la cual se le atribuyen
propiedades adhesivas, antiadhesivas y de interaccién con ligandos por medio de su
porcién extracelular. Ademas, su dominio intracelular C-terminal es capaz de interactuar
con moléculas de sefalizacion como B-catenina, y proteinas adaptadoras como
GRB2/SOS, entre otras® **. Existen estudios en carcinomas de cabeza y cuello
(incluyendo COCE) y displasias de mucosa oral, que correlacionan la expresion de MUC1
con estadios moderados y pobres de diferenciacion™ *°. En nuestro estudio, el patrén de
expresion y localizacién es similar en las tres lineas de carcinoma de células escamosas
(CCE). En este sentido, la mayor expresion se observd en las células mas aberrantes.
Cabe destacar el intenso marcaje en la periferia nuclear, en células de gran tamafio y
multinucleadas de la linea celular FaDu. Asimismo, destaca el patron de expresion y
localizacién de MUC1 y EGFR observado en la misma linea. Este hallazgo es interesante,

dado que es la primera vez que se describe este tipo de colocalizacion en CCE. Se ha
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reportado que la distribucion de MUC1, especialmente la porcion C-terminal o cola
citoplasmatica puede interactuar con otras proteinas, como el mismo receptor EGFR y su
ligando EGF, pudiendo internarse al nucleo a través de un tréfico retrogrado para
favorecer la transcripcion, gracias a su capacidad de interactuar con moléculas como la

RNA polimerasa y con genes como CCND1y 2 *°.

Por otra parte, MUC3 a diferencia de MUCL1 ha sido poco estudiada. Hay evidencias
de su expresion en algunos tipos de carcinoma de glandulas salivales™. En el presente
estudio se reporta la presencia de MUC3 en citoplasma de células A253, linea que
proviene de un adenocarcinoma de glandula submandibular. Sin embargo, la presencia de
MUC3 en FaDu llama la atencién, debido a la intensidad del marcaje en nucleo,
citoplasma y membrana. Existen estudios que revelan que la localizacion de MUC3 en
membrana celular se asocia con recidiva local y peor pronéstico'’. Aunado a lo anterior,
se sabe que el gen hMUC3 puede codificar tanto proteinas solubles como ancladas a la
membrana celular y puede sufrir escision proteolitica de forma similar a como lo hace
MUC1, y su interaccién con proteinas nucleares facilitaria su internalizacién®’, por lo que
la expresion nuclear en FaDu es relevante por el comportamiento biolégico que puede
conferirle a la célula. Por su parte, la linea celular RD presenta expresion leve de MUC3
pero también destaca su localizacion nuclear y nucleolar, por lo que podria formar parte
de un mecanismo de escisién similar al descrito anteriormente®’. A su vez, MUC3 posee
un dominio C-terminal con una secuencia de aminoacidos similar a MUC1 que puede ser
reconocida por dominios SH2 de proteinas adaptadoras y de esta forma, se cree que
puede ser traslocado al nicleo unido a otras proteinas de sefializacion como B-catenina y
los receptores erbB>* *’. Es sabido que los cuatro receptores de la familia erbB pueden
actuar como promotores directos o0 reguladores negativos de la transcripcion génica

formando dimeros entre ellos, o con otras proteinas como las mucinas *® > % .61,
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Por su parte, se sabe que MUC4 se expresa en diversos tejidos epiteliales adultos y
en células poco diferenciadas de embriones y fetos®> ®, pero las alteraciones en su
expresion también han sido ampliamente reportadas en el desarrollo de neoplasias
malignas de pancreas, mama, pulmon, entre otras'®. Su presencia en COCE se ha
relacionado con grados pobres de diferenciacion y mayor potencial de invasion y
metastasis® °. En el presente estudio, MUC4 fue la mas expresada en las tres lineas
celulares de CCE analizadas, con un patron de distribucién e intensidad de expresion
similar (moderada) en Cal-27 y A253 (citoplasmética). En tejidos con funcion glandular
exacrina, la expresion de mucinas como MUC4 suele ser intensa, y una menor expresion

en tumores de glandula salival lo relacionan con un peor prondstico®.

Por otra parte, FaDu presentd una localizacibn de MUC4 perinuclear y fue
ligeramente mayor que A253. La localizacion observada podria estar relacionada con
actividad en el reticulo endoplasmico rugoso, debido a la sintesis, almacenamiento y
maduracion de esta proteina, lo cual coincide con los multiples nucleos y nucléolos
presentes en esta linea celular que denotan una gran actividad proliferativa y de sintesis
de proteinas. En un estudio previo se reportd que a menor grado de diferenciacion de

COCE la expresion de MUC4 era més intensa, lo que coincide con nuestros resultados®.

En resultados previos del Laboratorio de Inmunologia, se ha evidenciado que la
expresion de MUC4 en mioblastos C2C12 es considerablemente menor que lo observado
en las lineas empleadas de RMS. De acuerdo a lo anterior, la expresiéon de MUC4 parece
ser importante en el comportamiento biolégico de las células musculares inmaduras
normales. Estudios previos indican que las propiedades antiadhesivas de MUCA4 inhiben
el contacto célula-célula (debido en gran medida a su tamafio mayor a 500 kD) y

promueven la activacion de vias como ERK®®. Curiosamente, la expresion de MUC4 fue
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marcadamente intensa en aquellas células de RMS con més aberraciones, mismas que

habian perdido el contacto con las células vecinas.

Otra cualidad de MUC4, es su facilidad para interactuar con RTKs y formar diversos
heterodimeros mediante sus dominios extracelulares similares a EGF, y promover la
proliferacion celular a través de distinas vias. Especificamente, el heterodimero
MUC4/erbB2 ha sido ampliamente reportado en carcinomas*®*’. La expresién simultanea
de erbB2 y MUC4 en las lineas de CCE analizadas en el presente estudio, reafirman la
importancia de ambas moléculas, no solo por su capacidad de dimerizar®, sino como
probables potenciadores de funciones biolégicas comunes. En un estudio previo se
demostré mediante inmunoprecipitacion otra asociacion, entre EGFR y MUC4 en la linea
Cal-27%, relacién que no habia sido reportada hasta el momento en ningin tipo de
neoplasia. A su vez, en las lineas de RMS empleadas en nuestro estudio, la incrementada

expresion de MUC4 en ambas podria obedecer a una mayor capacidad proliferativa.

Anteriormente se describié la importancia de erbB2 y erbB3, cuyo heterodimero
genera una de las sefiales intracelulares mas potentes. Estos receptores también con
capaces de formar un tetramero que involucra MUC4/erbB2/erbB3/neuregulina que puede
inducir vias como la MAPK y PI3K, que puede generar resistencia a farmacos inhibidores
de erbB2%. En nuestro estudio, las cinco lineas celulares de CCE y RMS expresaron en
general un marcaje moderado e intenso de erbB2 y erbB3. En RMS, estos dos receptores
fueron expresados con mayor intensidad en células RD en comparacion de RH30, que
interesantemente corresponde al subtipo embrionario, considerado el menos agresivo. Su
expresion marcadamente nuclear podria tener implicaciones mas bien relacionadas con el

potencial proliferativo, mas que de invasion o metastasis. Particularmente RH30 mostro
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mayor expresion de otros receptores erbB que también son potenciales moléculas para

formar heterodimeros, cuya accion no requeriria forzosamente la presencia de erbB3.

Por su parte, el receptor c-Met juega un papel muy importante en fenbmenos de
invasion en el desarrollo del cancer. Se sabe que en condiciones fisiolégicas participa en
procesos tales como la reparacion de tejidos y se encuentra frecuentemente activando las
vias MAPK, PI3K y STAT®*. c-Met ha sido evidenciado en COCE*" *** y en RMS® %
relaciondndolo con un peor pronéstico. En nuestro estudio, la expresion de c-Met se
observé en todas las lineas de CCE y RMS con grados moderados a intensos, pero es
ligeramente mas expresado en la linea RD y en células aberrantes. Es importante recalcar
su capacidad de interaccion con otras proteinas, al igual que los receptores erbB. Existen
reportes sobre su interaccion con EGFR®’ y en reportes previos se ha determinado su

interaccién con MUCL1 y la relacién con el potencial invasivo™.
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10. CONCLUSIONES

Han pasado mas de tres décadas desde la aparicién de los primeros reportes sobre la
efectividad de farmacos inhibidores de RTKs. Desde entonces se ha aportado abundante
informacion sobre la relacion de los RTKs con la agresividad tumoral y prondstico de vida
de los pacientes. A su vez, la importancia de los glicoconjugados en el cancer ha sido

también objeto de estudio para el diagnostico de esta enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, las mucinas de
membrana MUC1, MUC3 y MUC4, asi como los receptores tirosina cinasa erbB1, erbB2,
erbB3, erbB4 y c-Met se presentan en las tres lineas celulares de carcinoma de células
escamosas analizadas. Estas lineas representan tres grados distintos de diferenciacion
celular (de acuerdo al tumor original). Sin embargo, esto no parece ser relevante y mas
bien podria estar relacionado con la zona anatémica. Lo anterior resulta de lo observado
en la linea celular con mayores aberraciones (FaDu) y que corresponde a un carcinoma
de células escamosas de hipofaringe, la cual presentd la expresion mas intensa de los
distintos marcadores. Asimismo, destaca que MUC3 y MUC4, reconocidas por
presentarse normalmente en intestino delgado y, trdquea y pulmén respectivamente,
hayan sido las mas expresadas en este tipo de carcinoma de células escamosas. Por otra
parte, en el caso de los RMS, la presencia de mucinas de membrana MUC1, MUC3 y
MUC4 y receptores tirosina cinasa erbB1, erbB2, erbB3, erbB4 y c-Met fue evidente en
todos los casos en la linea RD y RH30, que corresponden a los subtipos embrionario y
alveolar. Sin embargo, se destaca la elevada expresion de MUC3 y MUC4 a nivel nuclear

y perinuclear en RD y RH30, respectivamente.

El presente estudio aporta informacion sobre la presencia de mucinas de membrana y

RTKs, asi como destaca la presencia de mucinas en neoplasias de origen no epitelial
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como los rabdomiosarcomas, lo cual constituye el primer reporte en su tipo. Dada la
complejidad de los mecanismos que emplean las células cancerosas para resistir las
terapias, los hallazgos obtenidos en este estudio pretenden servir como base y formar
parte del conocimiento necesario en futuras investigaciones para el mejor entendimiento

de las neoplasias desarrolladas en cabeza y cuello.
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11. PROPUESTA DE INVESTIGACION

- Realizar ensayos de Western Blot para corroborar la presencia de las moléculas

estudiadas en el presente estudio.
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