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Terapia endocrina y enriquecimiento en células con
propiedades “stem” de cancer de mama:
implicancias para la respuesta a la terapia.

El 75% de los tumores de mama son positivos para receptores de estrogeno y
progesterona y el tamoxifeno &s terapia mas utilizadé&e propone que las células
stem podrian ser iniciadoras de tumores y tgmelrian una menor susceptibilidad a la
quimio y radioterapia. El objetivo fue adiar el efecto del tamoxifeno y de los
elementos del microambiente tumoral sobsegablaciones con propiedades stem y los
mecanismos involucrados utilizando laselis LMO5-E murina y MCF-7 humaia

vitro y el tumor MO5in vivo. Se realizaron ensayos de masieras, de actividad de la
enzima ALDH1 y clonogénicos para estudardas células copropiedades stem y
también se evalud el crecimiento de los tumanegvo y de las lineasn vitro y su
expresion génica y proteica. Se observo guemoxifeno llevéa un enriquecimiento

de células con propiedades stemivo ein vitro y que estos cambios perduraron luego

de finalizado el tratamiento. Los elementdel microambiente tumoral redujeron la
proporcion de células con estas ppeodlades probablemente induciendo su
diferenciacion. De los resultados podemos concluir que el tamoxifeno podria llevar a un
enriquecimiento de células con propiedademstl cual podria ser responsable de las
recurrencias observadas luego de la fiaalidn del tratamiento apoyando los estudios
que indican que prolongat tratamiento a 10 afios es mas efectivo.

Palabras clave: Cancer de Mama, Terapia Endéa, Resistencia al Tamoxifeno,

Células con Propiedades Stem y Microambiente Tumoral.



Endocrine therapy and enrichment in cells with
“stem” properties in breast cancer: Implications in
therapy response

Seventy-five percent of breast tumors are positive for estrogen and progesterone
receptors and tamoxifen is the therapy lobice. It has been proposed that stem cells
could be tumor initiating cells and are maesistant to radio and chemotherapy. The
aim of this work was to study the effent tamoxifen and tumomicroenvironmental
factors on the proportion of cells with stecells properties, and the mechanisms
involved. To do so we used the LMO5-E mme cell line and MCF-7 human cell lime
vitro and the MO5 tumoin vivo. Mammospheres, ALDH1 and clonogenic assays were
performed in order to study cells with ste®ll properties. Iraddition, tumor growth,
cell line proliferation and gees and protein expression i@estudied. Tamoxifen led to
an enrichment in cells with stem cell properties bethvivo andin vitro and this
enrichment was maintained even aftegatment was removed. Microenvironmental
elements led to a reduction of cells widtem cells properties, probably due to an
induction of differentiation of these cells.dfn these results we can conclude that
endocrine therapy could lead am enrichment of cells witetem cells properties that
would be responsible for late recurrencebserved after treatment interruption,
supporting studies that indicateatiien-year treatment withrtexifen is a better clinical

alternative.

Key words: Breast Cancer, Endocrine Therapymbifen Resistance, Cell with stem

cell properties, and Tumor Microenvironment.



Abreviaturas:

ERK: Quinasa regulada por sefales extracelulares
ER: Receptor de Estrégenos

PR: Receptor de progesterona

ALDH: Aldehido deshidrogenasa

FN: Fibronectina

LN: Laminina

AKT: Rac-Alfa Serina Treonina proteina quinasa
PI3K: Fosfoinositol 3 quinasa

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitbgenos

MEK: Quinasa reguladora de sefiales extrdasds de proteinas quinasas activadas por
mitdégenos

MC: Medio condicionado de fibroblastos tumorales
Tam: Tamoxifeno

HD: Hormono dependiente

HI: Hormono independiente

E-CAD: E-cadherina
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Introduccion



Introduccion al cancer en general:

En todo tejido existe un control de lavididén de sus célulague impide, en todo
momento, un crecimiento exacerbado de alguno de sus componentes celulares de modo
de mantener el equilibrio y ptr tanto la funcion del mismo.

Durante el desarrollo de un tumor, um@lgunos de los componentes celulares
de un tejido empiezan a crecer descontlat@ente como consecuencia de la
acumulacion de diferentes mutaciones que favorecen este proceso. Estas mutaciones
suelen afectar principalmente la comunicaaéna célula con su entorno asi como las
vias de sefalizacion propjagygnorando las sefiales dauerte resultando en una
proliferacion sin control. Este crecimientdescontrolado de dacélulas lleva a la
formacién de tumores o nodulos.

Estos tumores pueden adquirir la capatida invadir érganosecinos, lo que
se llama infiltracion, o llegar a érganostdintes, proceso condo como metastasis.

Un tumor se define como malignoanudo tiene capacidad de invadir.

Glandula Mamaria y Cancer de Mama:

La glandula mamaria esta formada poa red compleja de ductos compuestos
por una capa interna deigen epitelial rodeada por tejido mioepitelial, y mas
externamente por la membrana basaliry estroma complejo. Esta glandula esta
conformada por un sistema rudimentario al momento del nacimiento, que se desarrolla
morfolégica y funcionalmente hasta alcanzagsdo maximo de diferenciacion en el
embarazo y la lactancia. Luego del embamsi#foe un proceso de involucion en el cual
hay apoptdsis de gran parte de las esldpiteliales disminuyendo asi las unidades

funcionales, siendo estas reemplazapgas el estroma mamario. Ante un nuevo



embarazo hay un nuevo desarrollo de laglashes funcionales seguido por una nueva
involucion [1].

En el desarrollo de un tumor de marea suceden una serie de mutaciones que
llevan al crecimiento descontrolado de ca#$utjue componen este 6rgano. Los tumores
suelen mantener algunas de las caractassiigiciales del tejido del que provienen,
aunque, a medida que evolucionan selesu volver menos flirenciados y mas
agresivos. Algunos de los faces que se estudian cuarsdbdetecta un tumor son por
ejemplo la presencia de receptores dedgsetro, receptores de progesterona, niveles del
coativador AIBI y niveles del receptor HER2(nentre otros [2]. Con esta informacion
se define el prondstico y el mejor tratanmto para cada caso en particular. En la
siguiente seccion se menciona la clasifitacactual de los tumores de mama segun

criterios como ubicacién, tamario, diseminacion, etc.

Clasificacion de los tumores de Mama:

La mayoria de los tumores que se producen en la mama son benignos, no
cancerosos, y son debidos a formaciondsofjuisticas. Dentro de los tumores
malignos, existen varios tipos en funcidel lugar de la mama donde se produzca el
crecimiento anormal de las células yg&e su estadio. Los tumores pueden ser
localizados o habersxtendido a través de los vasoa@#ineos o mediante el sistema
linfatico y haber dado lugar a metastasisgesir a un cancer en un organo distante al
originario. De todos los casos de cancerntiama, solo el 7-10% de ellos presenta
metastasis de inicio [3]. De acuerdo a deganizacion mundial de la salud, los
carcinomasnamariosseclasificanen:

1)No invasor:

a) Carcinoma intraductake origina en las células de las paredes de los conductos




mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras zonas ni ha
producido metastasis. Por este motivo estiermedad ‘premaligna’ puede extirparse
facilmente. La tasa de curacion ronda el 10@#te tipo de tumor se puede detectar a
través de una mamografia.

b) Carcinoma papilar intraductaéstos carcinomas intraductales tienen un patrén

predominantemente papilar.

c) Carcinoma lobular in sittse origina en los I6bulog aunque no es un verdadero

cancer, aumenta el riesgo de que una mujedgdesarrollar un tumor en el futuro. Se
suele dar antes de la menopausia. Una vez que es detectado, es importante que la mujer
se realice una mamografia de control al gii@rios examenes cloos para vigilar el

posible desarrollo de cancer.

2) Invasor (infiltrante):

a) Carcinoma ductal invasoes el que se inicia en el conducto mamario pero logra

atravesarlo y pasa al tejido adiposo dm&ma, y luego puede extenderse a otras partes
del cuerpo. Es el mas frecuente de los naroas de mama, se da en el 80% de los

casos.

b) Carcinoma lobular invasocomienza en las glandulas mamarias pero se puede
extender y destruir otros tejidos del cuerpatre el 10% y el 15% de los tumores de
mama son de este tipo. Estarcinoma es mas dificil ddetectar a través de una
mamografia.

c¢) Carcinoma medulasu incidencia es baja y es el tipo histolégico de los carcinomas

hereditarios por mutacion de los geB#CAL y 2. Forma masas tumorales grandes y
blandas con extensa necrosis y hemorragiestituidas por laminas solidas de células

grandes con estroma linfocitario.
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d) Carcinoma tubulartiene una morfologia muy difareiada. Es una variante poco

frecuente que se caracterpaar tener muy buen prondsticoddasu baja agresividad.

El cancer tiene un prondstico y tratamienti@idincial en funcion de la etapa de
desarrollo en que se encuentre y de losofastde riesgo que tengh paciente. Para
conocer esto hay que realizar una serie de analisis que facilitan su clasificacién en uno u

otro estadio.

El Comité Conjunto Americano del Canceitizd el sistema de clasificacion TNM [4]:

La letraT, seguida por un numero que va @dll 4, indica el tamafio del tumor
y la propagacion a la piel o a la pared tebx debajo de la mama. A un nidmero mas
alto le corresponde un tumor mas grarde una mayor propagacion a los tejidos
cercanos. La letrdl, seguida por un namero que va del 0 al 3, indica si el cancer se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos mdana y, si es asi, si estos ganglios
estan adheridos a otrastructuras. La letré, seguida por un 0 o uh expresa si el

cancer se ha extendido aast érganos distantes.

La clasificacion, para los subgrupos, salia con numeros quean del | al IV.
ESTADIO I: indica que el tumor es menor deemy no hay metastasi€l indice de
supervivencia relativa a 5 afios es@&o.

ESTADIO II: abarca las siguientes situaciones:

1) No mide més de 2 cm pero los ganglios linfatieé$a axila estan afectados.

2) Mide entre 2 y 5 cm y puede o no haberse extendido.

3) Mide méas de 5 cm pero los ganglios lirfés axilares no estan afectados. El indice
de supervivencia a 5 afios es del 88-76%.

ESTADIO lll: se divide en estadio llIA y IlIB:
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El estadio Il A puede integrar a las siguientes formas: El tumor mide menos de 5
centimetros y se ha diseminado a los gasdiitfaticos axilares y éstos estan unidos
entre si 0 a otras estructuras. El tumodanimas de 5 cm y los ganglios linfaticos

axilares estan afectados. El indice de supencia relativa a 5feos es del 56%.

El estadio Il B puede darse en los siguientes casos:

a) El cancer se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel, pared toracica,
incluyendo costillas y musculos del torax).

b) El cancer se ha diseminado a los ganglidaticos dentro de la pared toracica cerca

del esternon. El indice de supgancia relativa a 5 afos es del 46%.

ESTADIO IV : se produce cuando el cancer sedisminado a otras estructuras del
cuerpo. Los drganos en los que suele apareegastasis con mayor frecuencia son los
huesos, los pulmones, el higado o el cerefbambién puede ser que el tumor haya

afectado localmente a la piel. El indicestgervivencia relativa a 5 afios es del 16%.

Tratamientos Actuales:

El tratamiento de esta enfermedad tiene una etapa quirargica en primera
instancia seguido por tratamientos horntesay quimioterapia dependiendo de cada
caso en particular. Los tratamientos horman@lencipales apuntaa la utilizacion de
inhibidores de aromatasagsgonistas de la hormonbberadora de la hormona
leutinizante o antiestrégenos siendo el praomeel Gltimo los mas utilizados en mujeres
postmenopausicas .

El primero de estos tres tratamientpsita a deprivar de &adiol a las células
tumorales mediante la inhibicibn de enziam@matasa principalmente presente en las

células estromales. Esta enzima catalizadacion de formacion destradiol a partir de
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testosterona circulante y suncién es realmente relevargerque se ha detectado que

en los tumores los niveles de estroggueden ser hasta 10 veces mayores que las
concentraciones normales ([5}{6]). Existe una interaccién cruzada entre las células
tumorales y el estroma que lleva a un aumento en la expresion de esta enzima y otros
efectos que se observan cuando se co-cultiMataséumorales y estraates ([7] y [8]).

Por ejemplo, los fibroblastos tumorales s¢é&n HGF y CXCL12 (SDF-1) y éste ultimo

se une al receptor CXCR4 en las célutamorales estimulandta proliferacion,
migracion e invasion [7]. Otros experimentismostraron que los adipocitos estromales

son capaces de sintetizar la enzima aroraaague la produccion de estradiol por la
misma puede ser eliminada mediante lazadion de inhibidores de aromatasas como
Anastrozolefletrozole y Exemestane [8]. Otrosaliajos mencionan que el estradiol
aumenta la expresién de genes involucradosla produccion y sefalizacion de
prostaglandinas lo que lleva a un aumento en la expresién de aromatasas [9] y otros que
las mismas células tumorales secretan factores aun no identificados que llevan a
aumentar la expresion de esta enzéandas células estromales [10].

El tercero de los tratamientos utilizadde utilizacion de antiestrogenos, tiene
como principal representante al tamoxifena su metabolito, el 4-OH-tamoxifeno. Esta
droga se une al receptor de estrégenos pero puede tener diferentes efectos tejido
especificos. En el tejido mamario suel@ete un efecto antiestgénico, es decir,
promueve apoptésis de las células epitelialamarias ([11] y [12]). Sin embargo, en el
epitelio uterino tiene un efecto proestrog®, actuando como un mitégeno sobre estas
células, es por esto que el término masewor para definir al tamoxifeno es modulador
selectivo del receptor de estrogeno (SERM)pé&slo anterior que se ha detectado que
tratamientos prolongados con tamoxifeno llevaun aumento en la incidencia de los

carcinomas endometriales. Rairo lado, existe otro prédma. Aproximadamente del
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total de los pacientes, el 75% presenta tumores positivos para el receptor de estrégeno y
alrededor del 50% de éstos presenta resistatesde el inicio ahmoxifeno, es decir,
esta droga no es capaz dducir la muerte dias células tumorales. Ademas, del 50%
gue responde inicialmente al tamoxifeno, ucitedesarrolla una sestencia adquirida y
deja de responder al tratemto hormonal [13].

El tratamiento al igual que el pronéstidel tumor, depende principalmente del
avance y de los marcadores existentes éanebr. Un estudio retrospectivo realizado

sobre 9366 pacientes postmenopausicas dio cesuitado el siguiente grafico [14].

Porcentaje de recurrencias
0 2 46 8101214161820

ER+/PR-
ER+/PR+

Todas las
lerapias
enddcrinas

Al

Tam

ER+/PR-

AlTam

Al
Tam

ER+/PR+

AlTam

#

Fig. A: Grafico de porcentaje de recurrencias para d@gog; positivos para receptores de estrégeno y
progesterona (ER+PR+) o0 solo positivos paraeekptor de estrégenos (ER+PR-) en funcion de
diferentes tratamientos (Al: Inhibidor de Aromatasas, Tam: Tamoxifeno). Adaptado #le [14]

En este estudio se observé que lomdres positivos para el receptor de
estrégenos (ER+) pero negativoara el de progesterof@R-) tienen peor prondéstico
que los dobles positivos. Por otro lado, dagores concluyen que el tratamiento mas
apropiado para el tratamiente los dobles positivoss la utilizaddn del tamoxifeno en

combinacion con inhibidores de aromatasasolo, mientras qu@ara los que son
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negativos para el receptor de progesterecamiendan la utilizacion de inhibidores de
aromatasas como el Anastrozole. Complaia@amente, existen otros estudios que
indican que es mas probable que los tusqmasitivos para el receptor de estrogenos
pero negativos para el de progesterona teteyaxpresion de HER2 aumentada ([15] y
[16]). La sobreexpresion de HER2 en catutumorales mamarias puede llevar a una
disminucién en la respuesth tamoxifeno siendo actuaémte propuesto como uno de

los mecanismos de resistencia al mismo.

Receptor de estrégenos:

Actualmente se conocen dos receptore®gstros principales, ellfa y el beta,
los cuales estan codificadpsr diferentes genes en diferentes cromosomas y ambos
pertenecen a la superfamilia de receptoredeaves. Este tipo de receptores tiene tres
dominios funcionales difereg, un dominio N-Terminatompuesto por las regiones
A/B, un dominio de unién al ADN compuestorpa regién C y un dominio de union al
ligando compuesto por las regiones D/E/F (FaguB). El receptor de estrogenos beta
tiene 96% de homologia en el dominio de unién al ADN y un 53% de homologia en el
dominio de unién al ligando con el receptdaabin embargo, a pesar de su parecido y
de que ambos son funcionales, el consesoal es que el prinzal involucrado en la
sefalizacion en células de cancer de maneh reseptor de estrogenala ([17], [18] y
[19]) aunque ambos estan presentes. Es por esto Ultimo que se describird en detalle sélo
al receptor alfa.

El gen del receptor alfa esta compuestogerones [20] (Figura B) y da lugar
a tres productos diferentes conocidos pplicing alternativo (Figura C). Estos tres
productos tienen pesos moleculares respectied®6 kDa, 46kDa y 36kDa siendo el de

66 kDa el receptor clasico y el principal prottudel gen. Este ultimes el producto de
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un ARNm conteniendo del exén 1 al 8, eldfekDa del exdén 2 al 8 y el de 36 kDa del
ARNmM conteniendo los exones 26y el 9. Como se observa en la Figura C, esto tiene
varias implicancias funcionales en lagriantes dado que la de 46 kDa carece del
dominio AF-1y la de 36 kDa del AF-1, AFy su domino de union al ligando tiene 27

aminoacidos no presentes en las otras vi@sgoroducto de la traduccion del exén 9.

—
—
—

AUG F\ AUG UGA
1 1| 1203l 4 slel 7 18] Y 9

Intron 1

Fig. B: Esquema del gen del receptor de estrogenos alfa adaptado de [20]

A AR AR

B 59
Al B C D E FTIE-ui-ﬁ

Unim al ADMN - Unign al Ligando

Dimenzacion

1] g

C D E Fl ER-adb
(" s 7
CE B rmaw

Fig. C: Esta figura muestra esquematicamente los dominios de la proteina y productos de las diferentes
variantes de splicing alternativo del gen @éslaptor de estrégenos alfa. Adaptado de [20].

Los dominios AF-1 y AF-2 son los llamas dominios de transactivacion. Estos
sufren fosforilaciones por quinasagspecificas que producen cambios
conformacionales en el aeptor de estrogenos alterando su funcion. Estas
fosforilaciones pueden tener gran relasia, por ejemplo llevando a que un receptor
unido a un determinado ligando se una a weadores en lugar de represores. Al
dominio AF-2 se lo llama ligando dependiedsedo que se fosforila principalmente por
el contacto con el ligando, en este castradiol. Al AF-1 se lo llama ligando

independiente porque se fosforila portiaxcion de receptores de factores de
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crecimiento que activan las vias de MAEBRK y PI3K/AKT entre otras. Segun la
bibliografia, el receptor de estrégenos afafosforilado en serina 118, serina 167 y
tirosina 537 por la via de MAFERK; en serina 167 por lda de PI3K/AKT, treonina
311 por p38 ([21] y [22]) o serina en 3@dr PKA [23]. Incluso hay trabajos que
reportan que receptores truncados sin el AF-2 son insensibles a estradiol pero
capaces de responder a factores de credmieomo el EGF y el IGF-1 [22]. Es
importante resaltar que los dominios ARf1AF-2 se puederactivar individual o
sinérgicamente [22].

Considerando que las variantes dekf& y 36 kDa carecen de uno o ambos
dominios de transactivacion pero tienem@minio de union al ADN, es légico pensar
gue tengan diferentes funciones o que dtanpcon la forma completa funcionando
como dominantes negativos. Efectivamentesasaprobd que la vante truncada de 36
kDa funciona como dominante negativa solet receptor completo en cuanto a la
respuesta gendémica (tiene dominio de uniohN pero no el AF-2) cuando esté sobre
expresada y ademas ambas variantes trunt¢itan mayor relevancia funcional como
iniciadores de sefalizacion en membrange el receptor completo [17]. Ademas

también se registré que la variante dekB@ tiene un espectro mayor de ligandos que

son

incluyen estrona, estriol y osacomo consecuencia de la diferencia en su dominio de

union al ligando.
Dado que el estradiol es una moléculdrdiidbica, puede pasar libremente la

membrana y como era de esperarse domeros receptores de estrdgeno que se

encontraron tenian ubicacioitoplasmatica y nuclear en lugar de estar en la membrana

plasmatica. Estos receptores en contacto e€oligando, se dimerizan, traslocan al
nacleo y funcionan como ufiactor de trascripcion dvando al aumento en la

transcripcion de algunos genes. Estos efesosvisibles a las 2 o 3 horas de cultivar
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con la hormona. Sin embargo, luego ssecdérieron efectos en tiempos mucho mas
cortos de sélo minutos como la activatide las vias de MAPK/ERK o PI3K/AKT.
Ante estos resultados y por otras evidenciasientes se propuso que habia receptores
de membrana que tenian interaccioneszamas con receptores del tipo de tirosina
quinasas. Al primer tipo de respuestas skalad efectos gendmicos o clasicos y solo
son observables luego de tratamientoslongados, a los segundos se los denominé
efectos rapidos, no genémicos o sefializacion iniciada en membrana.

Mediante técnicas como inmunofluoresdary estudios dabicacién celular de
proteinas por separacion de fracciones celuksgesbhservé que este receptor al parecer,
ademas de una ubicacién citaginatica y nuclear, tienent@ién una ubicacion en la
membrana plasmatica. Por esta razoncemenzo a estudiar @ra la fraccion de
membrana de este receptor la que estabalioraala en los efectos rapidos. Hoy se sabe
gue aproximadamente entre un 5 y 10% téhl del receptor de estrégenos alfa
sintetizado por la célula se ghien membrana y que en las células de cancer de mama
se expresa mas el receptor alfa que eldet@membrana [24]. Sin embargo las versiones
truncadas del receptor de 46 y 36 kiEnen porcentajes mucho mayores, llegando
hasta un 50% para la variande 36 kDa. La forma cidasmatica del receptor de
estrogenos puede ser palmitoilada en knae447 dentro del dominio de unién al
ligando por una Palmitoil Acil Tranferasa, yta@seaccion es necesaria para observar los
efectos rapidos por tratamientos cortos estmadiol [25]. Otrosutores reportaron que
la expresibn de Caveolina-1 es también necesaria para observar estas sefales
proponiendo un mecanismo en el cual la ©ma-1 y el receptode estrégenos alfa
palmitoilado interaccionan principalmente aelide la serina 522 del receptor junto con
el dominio de andamiaje de la Caveolina-1gle facilita la lockzacibn en membrana

([26] y [27]). El modelo actual describe gakreceptor de estrogenos alfa formaria un
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complejo en membrana junto con el recep@rF-1 y la proteina adaptadora SHC en
presencia de estradiol ([8] y [18]). En células MCF7 se observé que por accion de este
ligando en un principio hay fasfilacion la proteina SHC la cual se une al receptor de
estrogenos favoreciendo la formacion del clajopternario con el receptor de IGF-1
llevando a la fosforilacion de este receptor geetenece a la familia de las tirosina
quinasas [18]. Los mismos autores sostienen que la quinasa edspares fosforilar
tanto al SHC como al receptor de IGF-1 &dd c-Src la cuake activaria por la
formacion del complejo en presencia de estradiol. También se observa que ademas de la
activacion del receptor de IGFhay activacion del receptde EGF ([18], [8] y [19]),
el cual a su vez activa varias quinasasno MAPK y PI3K, e interaccion entre el
receptor de estrogenos alfa y la subunid@8 alfa de PI3K que finalmente activa la
subunidad catalitica p110 de PIBK3]. En resumen, el estriadllleva a la activacion de
varias vias como PI3K/AKT, MAPK/ERK pamién al receptor destrégenos alfa de
membrana por un mecanismo dependiente de SHC.

Sin embargo, se han encontrado en lenbrana celular otros receptores ademas
del receptor de estrogenos alfa que seriaacespde reaccionarrc@l estradiol aunque
se considera que a concenioaes micromolares de estradiol el receptor de membrana

seria el principal mediador desleespuestas no genémicas ([18, 19, 21]).

Vias de sefnalizacion dMAPK/ERK v PI3K/AKT:

Las principales vias que descutiran en este trabajo son las vias de MAPK/ERK
y PI3K/AKT. Estas suelen estar asalda a proliferadn y supervivencia
respectivamente. La primera de ellas, suele ser activada por receptores de factores de

crecimiento y la primera proteina de la vi@golucrada es RAS la cual fosforila a Raf y
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sucesivamente se fosforila MEy por ultimo ERK, que tiene un efecto directo sobre la
transcripcion de genes [2@tigura D izquierda).

La otra via que detallaremos, la B&3K/AKT, es mas swilla e involucra
menos quinasas intermedias que la anterior. Esta también es activada por receptores
tirosina quinasa o por interaéai con la proteina RAS da via antes explicada. La
proteina PI3K estad formada por dos subunidades, p110 y p85 las cuales al activarse
fosforilan a AKT estimulando la supervivenc{29] (Figura D deecha). Dado que la
quinasa RAS puede fosforilar tanto a Raflalesia MAPK/ERK como a PI3K ambas
vias suelen activarse conjuntamente pasencia de ligandos. Existen inhibidores
comerciales que interfieren con la activecide estas vias que son herramientas muy
Gtiles para estudiar los mecanismos de acd®ltas diferentes drogas o compuestos. El
inhibidor PD98059 es un inhibidaspecifico de la quinaddEK1 e interfiere con la
activacion de las via de las MAPK/ERKel/LY294002 inhibe las PI3K actuando sobre

la via de PI3K/AKT.
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Fig. D: Activacién de las vias de MAPK/ERK y3¥/AKT. A) Activacién de la via MAPK/ERK,
adaptado de [28]. B) Activacién de la via de PI3K/AKT, adaptado de [29].

Concepto de microambiente tumoral:

En la actualidad la vision del cancer sé@lmmo el producto de la desregulacion de
oncogenes y/o genes supresores de twsnbeeevolucionado. Hoy sabemos que los
tumores son tejidos heterogéneos comsfmge por diferentes tipos y poblaciones
celulares, dentro de las cuales encant® ademas de las células del parénquima
tumoral a las células del estroma tumorataEgstan representagas células de tejido
conectivo como fibroblastos, miofibroblast@dipocitos, células endoteliales formando

los vasos sanguineos de tumor e incluso las células infiltrantes de sistema inmune.

Todos estos tipos celulares son capaces detaedactores solubles de interaccionar
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directamente con las células tumorales usotédulas estromaldavoreciendo procesos
diversos que agregan muchos niveles de tgjidpd al estudio y forman lo que hoy se
conoce como microambiente tumoral. Otomeepto importante que se considera es que
existe una co-evolucién del iggdio y del estroma durante la progresion tumoral [30].
Algunas evidencias que sostienesta hipétesis son expeentos en los cuales se
demuestra que células tumorales comofpo maligno que retienen todas las
mutaciones que sufrieron durante la progresumoral, no son capaces de conservar
este fenotipo si se normalizan las sefidiEsmicroambiente tumoral [31]. Y de modo
inverso, un estroma tumoral puede favordaetumorigenicidad de células normales
[32]. En la Figura E se ilustral aporte de diferentepts celulares al microambiente
tumoral, mostrando tanto ejemplos de sesfiale los elementos estromales hacia la
célula tumoral, del tumor hacia el est@ntomo interacciones entre diferentes

elementos del estroma.
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Fig. E: En esta figura se observan ejemplos de diferentes sefiales que forman parte del microambiente
tumoral (FAT: Fibroblastos asociados al tumor). Adaptado de [30].

Incluso nuestro grupo de trabajo ha dstramlo que elementos del microambiente
tumoral como son la laminina, fibrone&ion mismo el medioandicionado obtenido de

fibrobastos asociados a tumor son capacesaldular la resistencia al tamoxifeno en
células epiteliales de la linea LMO5-E oMEF7, protegiendo a las mismas de muerte

iniciada por el tamoxifeno [33].

Células stem y cancer:

Las células stem se definen como célujae se encuentran en tejidos maduros que
tienen la capacidad de dividirse de formad®a dar lugar a células iguales a ellas y
células con un grado de diferenciacion magste tipo de division se llama asimétrica

y permite que en los tejidos se mantengapoidacion capaz de dar lugar al resto de las
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poblaciones celulares gwconforman el tejido [34]. Las cé#hs que derivade las stem
son capaces de generar los diferentes tiphdares que componenen los tejidos y se las
suele llamar progenitoras, pero, al no posaarapacidad de generar células iguales a
ellas no se pueden mantener ilimitadaméf88, 36]). Esa propiedad que tienen las
células stem se llama capacidad de autorrenovacién y es la que permite que siempre se
puedan mantener representadas en los tefidodos. De esta forma en algunos tejidos
adultos se observan jerarquias de células damae se representa en la Figura F. Esta
jerarquia es la que permite el manteninvedé los diferentes elementos que forman
parte del tejido y su regulacion esta esdritente controlada por el microambiente
tisular. Para las células stem el microamtgaart que habitan se lo conoce como nicho,
y este es de gran importancia. Un clarenmglo de esta importancia se desprende del
simple hecho que células stem en preseda un microambiente extrafio, es decir,
diferente del cual se obtienen inicialntenson capaces de dar lugar a poblaciones
celulares diferentes a lague se originarian del maambiente inicial [37]. Segun
algunos autores el microambiente que formaaimide la célula steukefine el destino

de ésta, ya sea la autorrenovacion inildacion de la diferenciacion [38].

Células Stem o p—

Células Progenitoras l

®
/
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Células Diferenciadas ‘ @
ol o

Fig. F: Esta figura muestra esquematicamente la jerarquia del compartimiento stem. Adaptado de [39].
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En los ultimos afios se ha comenzado a hipotetizar que las células stem podrian tener
una gran relevancia en la progresion turhaansiderando las propiedades de estas
células, se propone que el desarrollo aedites podria ser liderado por una célula stem,
y se las ha nombrado células stem tumeralecélulas iniciadoras de tumores. En
particular, las propiedades gdebe tener una célula pamansiderarse una célula stem
tumoral son tener capacidad de autorren@galta tumorigenicidad, y la capacidad de
dar lugar a células difereladas que formen un tumaon poblaciones heterogéneas
[40]. Se proponen varias altativas posibles que podrian explicar el desarrollo de
tumores con las células stem en un rol @ntina de ellas propone que las células stem
normales del tejido adulto sufren mutaciogegierden su capacidad de ser reguladas
por el nicho y comienzan a proliferar descontroladamente o, por el contrario, cambian
las sefales del nicho y llevan a su desrgah [39]. Otras hipotesis proponen que una
célula con un estado de diferenciacion mayee las stem sufre mutaciones y se des-
diferencia adquiriendo propiedssl stem [30]. En particulanuchos trabajos y grupos
de investigacion consideran que la genémaae células stem tumorales se debe a la
transicion epitelio-mesenquimatica ([41, 42])teEproceso se da naturalmente durante
el desarrollo embrionario y lleva a que perdan marcadores epiteliales como E-
cadherina y aumenten marcadores comoablherina, vimentina y fibronectina entre
otros, y la célula gana una morfologia masopiada para los procesos de invasion y
migracion ([43, 44]). En la Figura G se ohserque los genes necesarios para la
regulacion de la transicion epitelio-megaimatica son TWIST, SNAIL, SLUG, Zebl

y Zeb2 y que la mayoria de los genesnantan o bajan su expresion segun la

morfologia celular.
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Fig. G: Esquema ilustrativo que muestra los genes involucrados en la regulacion de la transicion epitelio-
mesenquimatica, los genes que aumentan o disminuyen su expresién en los estados tipo epitelial y
mesenquimal y las propiedades que gana la células cuando adquiere esta Ultima morfologia. EI aumento
de invasion podria estar involucrado en la metastasis, la reduccién de la respuesta a la apoptosis podria
aumentar la resistencia a las drogas y el aumemfootencial stem aumentaria el porcentaje de células

stem tumorales. Adaptado de [44].

Durante la progresion tumoral, se propane la transicion epitelio-mesenquimatica
podria tener relevancia e pasaje de un carcinonia situ a un carcinoma invasivo
considerando que las células ganarian una mayor capacidad de invasién y una mayor

capacidad de crecer en susgién entre otras (Figura H).
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Fig. H: Esta figura muestra esquematicamente el posible rol de la transicion epiletio-mesenquimética en
la progresion tumoral. Adaptado de [43].

Por otro lado, otros autores demuestran guiste una importante relacion entre la
transicion epitelio-mesenquimatica y las pemades stem dado que observan que al
inducir esta transicion en céds epiteliales humanas madie el tratamiento con TGF-

B o transfectando con los genes TWIST o SIN&¢ ven aumentados varios marcadores
y propiedades caracteristicos de células skwn otro lado, también observan que en
las poblaciones de células que naturalméieteen caracteristicastem, se presentan
marcadores de la transicion epitelio-emguimatica aumentados [42]. Por lo tanto,
proponen a la transicién epitelio-mesenquingadtiomo un mecanismo mediante el cual
células diferenciadas pueden adquirir propiedatis y de esta forma cumplir el rol de

células iniciadoras de tumores.
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Células stem en cancer de mama:

En la actualidad, la existencia de una pdblacie células stem da glandula mamaria

se encuentra bastante aceptada. El hechqudeestas glandulas sufran procesos de
regeneracion, expansion e involucion durantauldertad y/o ciclos sexuales, y que esté
compuesta por diferentes linajes de @dutue tienen aparentemente un progenitor
comun son las evidencias mas fuertes quees@st esta hipoétesis ([45, 46]). En uno de
los experimentos mas interesantes qber@aron esta hipdtesis se usaron células
tranfectadas con virus que se insertan at amael genoma para regenerar la glandula
mamaria y se demostrd6 que todas las células de la glandula mamaria completa
regenerada poseian la insercién en emmoi sitio, indicando que todas las células y
linajes provenian de un progenitor comun6][4n lo que no existe consenso y esta
actualmente en discusion, es en la idewtidle esta poblaciéstem. Existe una
diversidad de técnicas que evaltan lopeats morfolégicos y funcionales de las
células stem que se utilizan en la actladi para poder identifidas y estudiarlas,

algunos de estos procesogis¢allan a continuacion.

Marcadores para el estudio de célas con propiedades “stem":

Los primeros abordajes en este temachren diferenciar a &s células por su
capacidad de expulsar colorantes comecedtist en células hematopoyéticas y la
llamaron poblacién lateral o “sideopulation” como se la llama en inglés [47]. Estas
células tienen propiedades stem y su mafectividad en la eliminacion de colorantes
permite que sean cuantificadas y separguascitometria de flujo. Actualmente se
encuentran poblaciones con estas caractas$seén la mayoria de los tejidos adultos
incluyendo la glandula mamaria [48].

Otros autores utilizan diferentes grupos decadores de superficie para identificar y/o

aislarlas, por ejemplo las pobiages CD24+/CD49f+ y CD24+/CD29se encuentran
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enriquecidas en células con capacidad denexge la glandula mamaria en ratones ([49,
50]), o las células CD44+/CD%¥ estan enriquecidas en células con propiedades stem
en humanos [51]. Por ejemplo, se ha deradst que al separar por un lado las células
CD44+/CD24%° y por otro lado las CD44+/CD%4, se requiere un millén de células

de las segundas para formar tumores masmue solo 1000 células son necesarias de
las CD44+/CD2%° ([52, 53]). Ademas, se ha demostrado que al separar estas
poblaciones por FACS y cultivarlas, solo las CD44+/CB24uelven a reconstituir la
heteregeneidad original con ambas poblaesorotra propiedad cteristica de las
células con propiedades stei®3, 54]). Los resultados destudios retrospectivos
muestran que pacientes con una magpresentacion de la poblacion CD44+/CEi94
tienen peor prondstico [55]. Otros autorkan observado que etdsuna poblacion de
células en modelos datén que son CDIEUPAICD2d"™ que corresponden a células
capaces de regenerar la glardumamaria ([56y [57]).

Otras formas de estudiar las poblaciotes propiedades stempunta a evaluar la
actividad de la enzima aldehido deshidrogehgALDH1). Esta enzima transforma la
vitamina A en acido retinoico [58], y est@volucrada en el darrollo embrionario y
diferenciacion [59]. Se demostr6é que estameaziiene una alta actividad en células con
propiedades stem ([40, 60, 61]), aunque realmente no estadafual es su funcién en

las mismas. Algunos autores proponen g&ta enzima seria necesaria en la
diferenciacion temprana de las células stem [59]. Existen kits comerciales que usan un
reactivo llamado “aldefluor” que al ser pesado por la enzima en cuestion da un
producto que fluorece en el color verde que puede ser cuantificado por citometria de
flujo. Por lo tanto, es posible detectargdablacion que tiene alta actividad de esta
enzima utilizando este kit e incluso aislarla por FACS. De este modo, se ha demostrado

gue las células que tienen esta actividadhentada son capaces de formar tumores
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inoculando solo 500 células. Estos tumoaslseterogéneos con poblaciones con alta 'y
baja actividad de la enzim@LDH en proporciones similasea las originales y tienen

hasta 10 veces mas capacidad clonogénica [40].

Otro marcador usado en la actualidad apanévaluar la capacidad de autorrenovacion

de las células stem. Este ensayo consiste en cultivar las células en condiciones no
adherentes en baja densidad en un medio definido de modo que las células no puedan
guedar agrupadas. A este se lo conoceermayo de mamoesferas, en el cual un muy
bajo porcentaje de células es capaz de sobrevivir y dar lugar a colonias en suspensién
gue provienen de una sola déluAl contar la cantidad deolonias que se observan y
conociendo el numero de células sembradgsusee estimar el porcentaje de células

que tienen capacidad de formar mamoesferas. En la Figura | se muestran fotos
representativas de mamoesferas obtenidagarir de diferentes lineas celulares

mamarias humanas [62].

A BT474

Figura |: Fotos representativas de mamoesferas con un aumento de 40X correspondientes a diferentes
lineas celulares tumorales mamarias humanas. Adaptado de [62].

Se ha demostrado que las células capaces de dar lugar a estas colonias tienen
propiedades de células stenprogenitoras y que estas colonias estan enriquecidas en
células con propiedades stem [63¢ pueden formar mamoesferas a partir de las células

de las mamoesferas ya formadas disgreganzisnaticamente. A éstas se las denomina

mamoesferas secundarias y de la misma fapartir de las mismas se pueden generar
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mamoesferas terciarias y asi sucesivamente por varios ciclos; esto se debe a la

propiedad de autorrenovacion ds &lulas con propiedades stem.

Células Stem y resistencia a terapias:

Como se menciond anteriormentl tratamiento contra encer de mama en etapas
avanzadas involucra terapias condiagion, terapias hormonales y/o con
quimioterapicos. En todos los casos se haati@do que un porcentaje de los pacientes
no responde, o dejan de responder a la terapia en cuestion. En el marco de la teoria de
las células stem existen hipétesis que intentan explicar el desarrollo de la resistencia a
las terapias. Se propone qlas células con propiedadetem tendrian una menor
susceptibilidad a los tratamientos clasicdel cancer como la quimioterapia y
radioterapia dada sus propiedadliferenciales de baja tade replicacion y su menor
estado de diferenciacion. Por ejemplo Phillgisal. demostraron que al aislar la
subpoblacién CD44+/CD3#° a partir de algunas lineas celulares tumorales mamarias
humanas y exponerlas a radiacion estas tamarmayor resistencia a la misma que el
resto de la poblacion [64]. Por otro lado,etial. demostraron que el tratamiento con
agentes quimioterapicos a suspensiones tldaséobtenidas a partde biopsias de
pacientes incrementé el portaje de la poblacion CD44+/CD%#al igual que la
capacidad de formar mamoesferas de lasmas [65]. Ademas se ha demostrado que
tratamientos con agentes como la perifoginhibidor de PTENQue estan dirigidos a
reducir la poblacién stem tienen un wcado efecto sobre la tumorigenicidad,
obteniéndose tumores o lineas celularesnos agresivas [66] y otros autores
demostraron que disminuir la poblacién BH positiva lleva a una reduccion de la
resistencia a la quimio y radio terapiaculas de cancer de ma humanas [67]. Sin
embargo, en bibliografia hasta el momenterseuentran pocos tralbajque estudien el

rol de las células con propiedades stem edeshrrollo de la resistencia a la terapia
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enddcrina. Aaet al observaron que el tratamiento mlemoesferas de células mamarias
humanas MCF-7 con tamoxifeno llevé a irdeel crecimiento de las mismas en
concentraciones altas, sin embargo, luegaedear el tratamiento las mamoesferas
podian seguir creciendo y las células realiglsi eran capaces de dar lugar a nuevas
mamoesferas, indicando que las células capacidad de autorrenovacion no serian
sensibles al tratamiento [68]. Otros ausoobservaron que un teahiento con una baja
concentracion de tamoxifeno a las manfees dio lugar a un porcentaje mayor de
mamoesferas secundarias, indicando nuevamente que las células con propiedades stem
serian mas resistentes al tratamiento coresinéigenos. Por otra parte, el ARN extraido

de mamoesferas se encontré gneicido en NANOG, SOX2 y OCT4 [69].

Utilizacion de lineas celulares y cultivos primarios en investigacion:

Actualmente se intentan comprender los cambios que sufren las células que
llevan a la evolucion y crecimiento de tunsr&na de las principales estrategias para
el estudioin vitro de las propiedades de un tumodasitilizacion de lineas celulares
continuas. Estas son facilmente cultivaliles medios definidos y proveen una fuente
practicamente ilimitada denaterial para estudiar. rtBiembargo, generalmente se
consideran poco representativas de los tesae las que se extraen por lo que se
vuelven ineludibles las @#pas de investigaciom vivo para finalmente validar los
resultados obtenidas vitro. Los dos factores por los cuakssles atribuye esta falta de
representatividad se despden del proceso de generacidon y mantenimiento de una
linea celular. Lo que se suele argumentar edagueélulas que se utilizan para generar
la linea celular por lo geral tienen un origen metastasico, no siendo realmente
representativas del tumor angl, y ademas que el cultivo en medios definidos podria

seleccionar especificamente a una o algunéasdeoblaciones celulares existentes en el
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tumor. Como consecuencia de lo que se conanteriormente, lo que se pierde es la
heterogeneidad del tumor original. Es gsta razén que lagsultados observados
vitro pueden no correlacionar con los observadosvivo al subestimarse las
interrelaciones entre las diferentes poblaggotumorales. Otro aspecto importante de
las lineas celulares de mama actuales es qgeatamayoria soélo esta representada por
células del tipo epiteliay carecen de componentes estromales.

Por otro lado, los cultivos primarios l@gios a partir de tumores suelen ser una
opcién intermedia entre el trabajovivo y las lineas celulareSi bien existe un proceso
de seleccion en la formacion de este tipo de cultivos estos suelen ser mas
representativos del tumor del que proviemgre las lineas celulares, principalmente
debido a su heterogeneidad en cuanto aapairies de células que lo componen. Esta
seleccién es consecuencia del medio definidzado para obtenerlp la adherencia de
las células a las placas petri, proceso donde se piende porcentaje muy importante
del cultivo. Estos cultivos son mas reprdéatwnos de la heterogeneidad del tumor
original que las lineas celulares continuas y son una herramienta muy atil para los
ensayos a realizar.

En nuestro laboratorio, gEnerd una linea estable atwade un tumor de mama
surgido espontaneamente en una hembra virgen de la cepa BALB/c. Este tumor,
llamado MO05, es positivo para el receptor de estrégenos, estrogeno dependiente vy
sensible al tamoxifeno [70]. La linea celuggnerada partir de este tumor, llamada
LMO5-Mix, presenta por lo menos dos patibnes celulares las cuales se clonaron
formando las lineas llamadas LMO5-E y LMO5-F. La caracterizacion de estas lineas
celulares indicé que las células LMO5-Ehien claros marcadores epiteliales y las
LMO5-F marcadores fibrobléisos [71]. Las células LMO5-E son estimuladas por

estradiol e inhibidas por eoxifeno mientras que las LMO5-F no responden a estos
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tratamientos a pesar de que ambas expreszptores de estrdgenos y progesterona.
Tratamientos de 48 horas con tamoxifemwdkon a las células de la linea LMO5-E a
entrar en apoptdsis y también se obsejué las células respoiath a tratamientos
cortos mostrando activacion de vias de kzdicion [71]. Estascaracteristicas son
similares a las originales del tumor, lo que nos permite utilizar el modelwo como
una buena herramienta para profundizar salesiltados observados con el tumor. Por
lo tanto, este modelo nos permite trabagar tres herramientas en simultaneo, el tumor
MO5 in vivo con ratones BALB/c, cultbs primarios de esterhor y la linea celular
estable derivada de este tumarvitro. Ademas, utilizamos de rutina en nuestro
laboratorio la linea MCF-7 [72], una linealldar humana positiva para receptor de
estrogenos y sensible al tamoxifeno, es dédersimilares caracteristicas tanto al tumor

MO5 de ratébn como a la linea LMO5-E derivada del mismo.

Objetivos:

Considerando las evidencias actuales el olgginncipal de estedbajo es estudiar los
efectos que genera la terapia endécritares la poblacion de células con propiedades
stem en los modelos murinos M05 y laeknMCF-7. Por otro lado estudiaremos el

efecto del microambiente tumoral sellas células con propiedades stem.

Objetivos particulares:

1. Estudiar si tumores MO5 sensibles al ¢aifeno sufren cambios en la poblacién

con propiedades stem luego del tratanuiete los ratones padores con pellets

de tamoxifeno o vacios para los controkdemas estudiar la morfologia de los
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tumores luego de un mes de tratamientajri@tica de crecimiento y los perfiles
CD29/CD24 de los mismos.

Evaluar si los tumores que respondda terapia con tamoxifeno muestran una
alteracion en su velocidad de crecimieattser transferidos a nuevos ratones sin
tratamiento. Por otra parte evaluarmnsantienen cambios en la poblacion con
propiedades stem, y/o cambios morfologidddemas estudiar los perfiles de los
marcadores CD29/CD24 en estos tumores.

Estudiar el efectoin vitro del 4-OH tamoxifeno sobre la poblacion con
propiedades stem mediante ensayomdmoesferas en los modelos sensibles a
esta droga LMO5-E y MCF-7. Evaluar estos cambios son perdurables en el
tiempo en ausencia de tratamiento.

Estudiar la expresion des genes involucrados en el mantenimiento de las
células stem NANOG, SOX2, SOX9, OCHASLUG en las lineas celulares
LMO5-E y MCF-7 y compararlos con lxgresion en las mamoesferas obtenidas
a partir de estas lineas celulares. Evapa otro lado si laseleccion lograda
con tamoxifeno sobre las lineas wates sobre plastico lleva a un
enriquecimiento de células con magapresion de estos marcadores.

Estudiar mediante western blot laxpeesion diferencial del receptor de
estrogenos y la E-Cadherina en lisadosndenoesferas generadas a partir de la
linea celular MCF-7 y la linea parental.

Estudiar los efectos de elementos del microambiente tumoral como la laminina,
fibronectina o0 medio condicionado de fiblastos sobre la poblacién de células
con propiedades stem en los modelos LMO5-E y MCF-7 mediante el uso de
ensayos de mamoesferas y de actividadALDH1. Evaluar si estos cambios

perduran en el tiempo.
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7. Estudiar si las vias de sefiaikn de MAPK/ERK y PI3K/AKT estan
involucradas en los cambios generados por los elementos del microambiente
tumoral mediante el uso de inhdbres especificos de estas vias.

8. Estudiar los efectos de los elementos del microambiente tumoral sobre la
capacidad clonogénica de células LMO5-E y MCF-7.

9. Estudiar el efecto del tratamientde mamoesferas con elementos del
microambiente tumoral, en partiaul evaluando la capacidad de formar
mamoesferas secundarias y la expresion de genes de mantenimiento de células

stem.
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Materiales y
meétodos



Hormonas

El 17$-estradiol (Sigma) y el 4-OH-tamoxifeno (Signfagron preparados en
soluciones stock de TOM y 10 > M respectivamente en etanol absoluto, para su
posterior dilucién 1/1000 en medio de owdti Todos los controles fueron realizados
con la dilucion correspondiente de veldcgue no causé efectos sobre las lineas

celulares.

Medio de cultivo

Para el mantenimiento de las células MCF-7, LMO5-E, F y MIX se utilizd
DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eaglermédium: Ham’s F12 1:1, Sigma), con el
agregado de sulfato de gentamicina en concentracion 80 mg/l y bicarbonato de sodio:
(1,2 g/l). Se preparé con agua Milliq y Bevé a pH:7,2. Se esterilizd por presion
negativa utilizando filtros de acetato de celulosa de @h28e poro (Milipore). Para los

experimentos se utiliz6 DMEM/F12 sin rojo fenol.

Suero fetal bovino

El suero fetal bovino (SFB) fue adqgdp de la firma Bioser S.A-PAA
Laboratorios GMBH, Pasching, Austria. Paratener el SFB absorbido de hormonas
esteroideas ocharcolizado” (SFBch) se incubd el SFBon 5% (p/v) carbdn activado
durante 24 horas a 4°C en permanente agitad.uego de la absorcion el suero se
centrifugo seis veces a 20.000 g durante 20 minAlasobrenadante se le adiciond 5 %
(p/v) carbdén activado, se lo incub6 duradtdérr a 4°C con agitédn y se realizaron
centrifugaciones sucesivas hasta eliminar completamente el carbdon. EI SFB
“charcolizado” se esterilizé por filtracion negativa, utilizando filtros de 0.22um

(Millipore).
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Ensayo de mamoesferas:

Las células se cultivaron en condicionesmdéis que so6lo permiten el crecimiento de
células stem o progenitoras. Las cormlieis consistieron en un cultivo no adherente
(sobre agarosa, polyhema o en placas da bdherencia) con medio definido en
ausencia total de suero. El medio csempuso por DMEM/F12 con el agregado del
suplemento B27 de Stem Cell Technologye&EFG (20ng/ml) [63]. Para evaluar la
sensibilidad de las mamoesferas al tamoxifeimplemente se le suplement6 al medio
para mamoesferas 4-OH-tamoxifeno 12101 y vehiculo como control. Las
mamoesferas se cuantificaron contando el nanteal de colonias en suspension por
pocillo utilizando un microscopio invélb Nikon eclipse TE2000 en aumento final
40X. Para hacer los ensayos con el citomegrélujo y las mamoesferas secundarias fue
necesario disgregar las mamoesferas, pamu#bd las colonias en suspension fueron
centrifugadas y resuspendidas en iDde tripsina 0,25% a 37 °C durante 5 minutos
para células MCF-7 y 10 minutos par®lulas LMO5-E y luego disgregadas

mecanicamente mediante pipeteo con micropipeta.

Citometria de flujo:

Las células se obtuvieron a pade cultivos primarios de tumores, lineas celulares o a
partir de mamoesferas disgregadas. Las @&gloibtenidas fueron contadas y sembradas a
una concentracion de un millén de células pgrcentrifugadas y resuspendidas en una
solucion de PBS 2% suero con antiqoer 1/333 CD24 APC, 1/100 CD29 FITC y/o
1/10 Linaje PE de Biolegend (N° cat. 133383an Diego, Estados Unidos) e incubadas
una hora en hielo. Se utilizé6 un citoneetPARTEC PAS Il y las muestras fueron

analizadas utilizando @rograma WinMDI 2.8.
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Estudio de la poblacion ALDH+:

Con el fin de determinar el porcentajeaddulas ALDH+ en la linea LMO5-E se utilizo

un kit de Stem Cell Technologies (Vauwer, Canada) llamado ALDEFLUOR® segun

el protocolo indicado por la compaifiia. Esumen, para cada tratamiento a evaluar se
separaron 2 tubos con 400.000 células l@desufueron centrifugados y resuspendidos
en 400ul del buffer de ensayo del kit adiciordole a uno de los tubos el inhibidor
especifico de la enzima llamado DEABayambos el reactivo aldefluor. Luego de
incubar una hora a 37°C las células fueronizads mediante citometria de flujo. El
tubo que contenia el inhibidor especificoldeenzima se utilizé para determinar los
limites para el andlisis de porcentaje de células positivas, fijando como positivas
aguellas células con una intensidad igoamayor a la del 1% superior del tubo

adicionado con DEAB.

Experimentosin vivo con el modelo MO5:

Se utilizaron ratones hembra, virgenes de 10 semanas de la cepa BALB/c a los cuales
se les traspaso el tumor MO5 mediante trocagl subcutaneo a ldtara de la glandula
mamaria namero 4. Se utilizaron 6 a 8 rasoper grupo los cuales fueron tratados con
pellets de citrato de tamoxifeno de 2,5 a§, o con pellets vag$ (vehiculo) como
publicamos previamente [70]. El crecimiemb@e medido utilizando un calibre y un mes
después de comenzado el tratamientotlosores fueron recuperados y tuvieron tres
destinos: se congelaron a -8C para realizar cortes mocriostato, se disgregaron
mecanica y enzimaticamente para obterseispensiones celulares para evaluar
marcadores mediante citometria de flyjda capacidad de formar mamoesferas, o

fueron pasados utilizando un trocar a ngehi@mbras BALB/c. Para el calculo del
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volumen tumoral se utilizé la formula: Ancho x (Larg@) La disgregacién del tumor
consistid en procesar mecanicamente con una tijera de cirugia en primera instancia.
Luego se procedié a incubar el tejido desgado durante 1 hora en una solucién de
0.2% tripsina/colagenasa con 2% suer@lféovino a 37 °C. La suspension celular
obtenida fue lavada 2 a 3 veces ceagg@ndo y resuspendieném medio con suero

10%. De este modo, se obtuvieron las suspaasicelulares que fueron utilizados para
evaluar la capacidad de formar mamoesfemasyaluar mediante citometria de flujo la
presencia de distintas poblaciones celuldPasa el caso de las citometrias de flujo, los
glébulos rojos fueron lisadoson un buffer de cloruro de amonio de modo que no

interfieran en la marcacion.

Inmunofluorescencia

Los tumores fueron congelados a -80° C,uigkds en OCT y cortada®n criostato. Se
utilizaron anticuerpos contra receptor dérd@geno alfa fosforilado en la serina 118
(diluciéon 1/100, Santa Cruz Biotechnolog), integrina (dilucion 1/100, Santa Cruz
Biotechnology), E-Cadherina (dilucion 1/100, B} integrina (diluciéon 1/100, Santa
Cruz Biotechnology) y laminingdilucion 1/100, MoleculaProbes). El protocolo de
coloracion utilizado es el detallado en [7Lps cortes teflidos se analizaron con un

microscopio confocal Nikon.

Extraccion de proteinas

Una vez finalizados los tratamientos &&ulas se lavaron dos veces con buffer
salino de fosfato (PBS) y se agregdféuRIPA (50mM Tris-HCL pH 8.0, 150 mM
NacCl, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato de spdil% Nonidet P-40 y EDTA 20 mM) con

un cocktail de inhibidores degroteasas y fosfatasas (Rig) y se recolectaron con un
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“scraper”. Para el caso de las mamoesferas, estas fueron centrifugadas para sacar el
medio, lavadas una vez con PBS centrifugandieego se resuspendieron en el buffer
RIPA. Se lisaron durante una hora con agita@n hielo. Luegse centrifugd a 13.000

RPM durante 15 minutos a 4 °C y el sobrengéelabtenido fue utilizado en estudios de

Western blot.

Western Blot

Se midi6é la concentracion de proteinde los extractos por el método de
Bradford y se sembraron entre 50 y 100 wpor calle en geles de 10 % de SDS-
poliarcilamida-bisacrilamida (SDS-PAGE). 4 @roteinas se diluyeron en buffer de
siembra 4X (0.25mM Tris; 10 % SDS; 4% sasa; 1mg/ml azul de bromofenol) con el
agregado de 59%s-mercaptoetanol y se calentaran70 °C durante 5 minutos. Se
transfirieron a membranas de PVDF (BidRgreviamente activadas (2 minutos en
metanol), se bloquearon una hora a tewrtpea ambiente con una solucién 5% leche
descremada (Nestle Sveltty) en TB#een 0,1% v/v, y se incubaron con los
anticuerpos primarios diluidos en TBS-@@n 0.1% con el agregado de 5% leche
descremada (Nestle Sveltty) o 5% BSAg(8a) durante toda lamoche a 4°C en
agitacion. Luego se realizaron 3 lavadosl8eminutos con TBS-Tween 0,1% v/v y se
incubaron con los anticuerpos secundacmyugados a peroxidasa durante una hora a
temperatura ambiente en agitacion.

La reaccion antigeno-anticuerpo se detgor reaccién de quimioluminiscencia
(ECL Advanced Western Blotting Detectingt KGE Healthcare Life Sciences) y placas
fotosensibles (Kodak Biomax Light film). Luego de ser reveladas, las membranas

fueron tratadas con “stripping buffe (62.5mM TRIS, 2% SDS, 100mMg-
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mercaptoetanol, pH: 6,7) pasar reutilizadas. Las plachgeron escaneadas para medir

las bandas obtenidas utilizandgebgrama Gel Pro Analyser 4.

Anticuerpos Primarios.

Para el estudio por Western Blot, g@izaron dilucionesntre 1/200 y 1/15000
de los anticuerpos en TBS 0.1% Tween con el agregado de 5% leche descremada
(Nestle, Sveltty) o 5% BSA (Sigma).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos:

Anti actina (Sigma) 1/15000

Anti E-cadherina (Santa Cruz) 1/2500

Anti receptor de Estrogenos hano (Santa Cruz HC-20) 1/200

Anticuerpos Secundarios:

Anti-ratén (Millipore) 1/5000

Anti conejo (Millipore) 1/5000
RT-PCR:

Cultivos subconfluentes correspondientes adiantas lineas celares tratadas o no
con tamoxifeno y cultivos de mamoesferastsaar se lavaron, lisan con el reactivo
TRIzol® y se procedio a la purificaciatel ARN. La obtencion del cDNA se realiz6
mediante el kit de Bio Rad Iscript cDNA synthesiss ljoroductos de PCR fueron
obtenidos a partir de los r@s de primers humanos de Nanog, Sox2 y Oct4 de Lengerke

et al [73] y de los pares de primers rmos de Nanog, Sox2 y Oct4 de Zhahgl [74].

Extraccion de medio condicionad de Fibroblastos Tumorales:

Se sembraron 1.000.000 células de ledicelular LMO5-F en placas de 100 mm

de diametro y se las cué 1 dia con medio DMEM/F12 canjo fenol con suero fetal
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bovino 10%. Luego se lavaron 2 veces yjlesecambi6 el media 4,5 ml DMEM/F12
sin rojo fenol y se las cultivé toda la noche suero. Al otro dia se extrajo el medio de
los fibroblastos, se centrifugd para elimicétulas muertas y detrito celular, y luego se

alicuot6 y congel6 el medio para su posterior uso.

Ensayo de sensibilidad al tamoxifeno:

Se sembraron aproximadamente 150.000laglpor pocillo en placas de 12
pocillos 0 350.000 en placas de 6 pocillos. Al otro dia se las lavo 2 veces con PBS y se
las incub6 5 dias con medio DMEM/F12 con estradidiM§ 4-OH-tamoxieno 186M
0 solo estradiol como control. Luego de este tiempo las células se colorearon con cristal
violeta o se contaron con cadmara de Neubpaga evaluar prolifacion. Se extrajo el
ARN para evaluar expresi@enica o se tripsinizaron yuotaron las células con camara

de Neubauer para realizar cultivos de mamoesferas.

Ensayo de proliferacion por cristal violeta:

El cristal violeta es un colorante basi@paz de unirse al ADRarcando los nucleos
de color violeta. La coloracion consistié 2davados con PBS, 10 minutos de fijacion
con metanol acético, 2 lavados mas con PB&eygo se removio el mismo y se dejo
secar al aire. Una vez seco se le agregoigthtwioleta y se ladejo colorear por 10
minutos luego de los cuales se lavo el ewaamn agua corriente. Se tomaron fotos de
las placas coloreadas y luego se recupendlefrante con etanol acético y se midi6 la

densidad 6ptica a 540 nm en un ¢eate placas Multiskan Ascent.
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Ensayos Clonogénicos:

Suspensiones de células de las lineaglarels LM05-E o MCF-7 fueron contadas y
sembradas en una concentracion de 200laglpor hoyo en placas de 24 hoyos con
medio con suero 10%. Luego de una sentinarecimiento, las células fueron fijadas

con metanol acético y coloreadas con cristal violeta como se explico previamente en los
experimentos de proliferacion. Una vez cehludas, se cont6é el numero de colonias con

mas de 8 células por hoyo en una lupa binocular.

Inhibidores farmacoldgicos

Los inhibidores fueron preparados en DMSO vy utilizados en diluciones de por lo menos
1/1000. Para inhibir la via MAPK/ERK: se utiliz6 PD98059 (Calbiochem, @),
para la via PI3K/AKT saitilizé LY294002 (Calbiochem, 10M). Como controles se

utilizaron las diluciones e¢oespondientes de DMSO.

Estadistica:

El analisis estadistico de los experimergegealizO mediante ANOVA de un factor y
contrastes de Tukey o Bonferroni. Lasrras representan oia mas desviacion
estandar, los asteriscos sobre las barrasseptan significancieoa respecto al control
y los asteriscos sobre la limeeomparan la barras bajo sxéremos. En todos los casos

se realizaron por lo menos tregperimentos independientes.
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Resultados



Efectos del tamoxifeno sobre el porcentajede células con propiedades stem en el

modelo tumoral MO5.

En tumores de mama, como en la mayoria de las lineas celulares, se encuentran
subpoblaciones de células con propiedadesélidas madre o stem. Se observa que
estas células tienen mayor resistencidos tratamientos convencionales como la
quimioterapia y la radiotergp Sin embargo, en la actigead hay pocos antecedentes
sobre el efecto de la terapia enddcriobars las células stem en cancer de mama ([68,
69, 75]). En este trabajo decidimos investigeste efecto uidlando como modelo
experimental al carcinoma mamario nmari singenéico M05 que es sensible al
tamoxifeno y dependiente detresliol [70]. Para ello se traspasé el tumor M05 a
hembras virgenes singenéicas de 10 semaral® dejé crecenn mes, y luego a un
grupo de ratones se lo tratoncpellets de citrato de tamifeno (2,5 o 5mg) y al otro
con pellets vacios (vehiculopmo control durante 30 dias. En la Figura 1A se muestran
las curvas de crecimiento de ambos grupotud®res en las cuales se observa que el
tamoxifeno inhibe el crecimiento tumoral famma significativa con respecto al control
como publicamos previamente [70]. Al adwar cortes histolégicos tefiidos con
hematoxilina eosina de ambos grupos se observé una marcada desorganizacion
estructural luego del tratamiento con tadifieno y una disminucion de la relacién
epitelio-estroma en los tumores de ratonegaamiento con tamoxifeno con respecto a
los tratados con vehiculo (Figura 1BPor inmunofluorescencias de cortes por
congelacion de estas muestras se obsemaddisminucion en lpoblacion epitelial E-
cadherina y receptor de estrégengositiva y un aumento en la deposicién de
componentes de matriz extracelular colaminina y colageno IV, asociados con el

estroma (Figura 1C). Estos tumores fuendiizados para medila capacidad de
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Figura 1: A) Curva de crecimiento del tumor MOS5 en presencia de tamoxifeno o vehiculo. Veinte ratones
hembra de la cepa Balb/c fueron inoculados con el tumor MO0S. Se los dejo crecer hasta un didmetro
promedio de 4 mm (flecha) y luego se los tratd con pellets de tamoxifeno (2,5 o Smg) o vacios como control
(n=10 ratones por grupo). Se observo una inhibicidn significativa del crecimiento con el tamoxifeno
(P<0.001). B) Muestras de tumores tratados con tamoxifeno o vehiculo fueron fijadas, cortadas y tefiidas con
hematoxilina eosina. Se observa una pérdida importante del componente epitelial en los tumores que
recibieron el anti-estrogeno (escala 100 um). C) Inmunofluorescencias contra E-cadherina, laminina y
receptor de estrogeno-o en cortes por congelacion de tumores provenientes de animales tratados con
tamoxifeno o vehiculo. Se observa una importante pérdida de la poblacion epitelial positiva para E-
cadherina y receptor de estrogeno y un aumento del componente estromal por la deposicidon de laminina (lo
mismo se observa al tefiir contra colageno IV y fibronectina). En todos los casos las marca estd en verde
(FITC) y los nucleos estan contrastados con ioduro de propidio (rojo). Aumento: 400X (escala 50um). Se
muestra uno de por lo menos 3 experimentos.



formacién de mamoesferas, indicador deresencia de células con propiedades stem.
Para ello, tumores recuperados de ambopay de ratones fueron procesados mecanica

y enzimaticamente de modo de obtenespsumsiones celulares. Las mismas fueron
lavadas, contadas y sembradas en placdmj@deadherencia para ensayar la capacidad

de formar mamoesferas. El resultado daspruebas indicé que los tumores derivados

de animales tratados con tamoxifenostmaron un aumento en la poblacion capaz de
generar mamoesferas (Figura 2Apdicando un aumento en la poblacién con
propiedades stem que oscilé entre un 3090% entre los diferentes experimentos. A
continuacion los tumores (tanto los dedwa de animales t@dos con tamoxifeno

como aquellos derivados de ratones tratadosvehiculo) fuerotraspasados a ratones

sin tratamiento con el objetivo de evalualasinterrupciéon del traimiento alteraba por

un lado la tasa de crecimiento de los turedec®mo medida de agiigidad), y por otro

si modificaba a la poblacién stem (esquaemperimental, Figura 2B). La medicion del
tamafio tumoral demostr6 que los tumores que derivan de ratones tratados con
tamoxifeno tenian una tasa de crecimoesignificativamente mayor que la de los
provenientes de ratones comt(Bigura 2C). Mas aun, cuda se realizé&l ensayo de
mamoesferas con los tumores del pasaje ya sin tratamiento se observo que aquellos que
derivaron de animales tetos mantuvieron un aumentonsiderable en la poblacién

con capacidad de formar mamoesferas a pesar de ya no estar expuestos al tratamiento
(Figura 2D). Es decir, esta poblacién se mantuvo aumentada a pesar de que no se
continué con el tratamiento original durarger lo menos dos meses. Se realizaron
cortes con criostato de tumores cdages y se observd que los marcadopés
integrina,a6 integrina y el receptate estrogenos fosforilado éen serina 118 estaban
aumentadas en los tumores que proveniaanimales tratados con tamoxifeno en la

primera etapa, respecto de los controleiguifa 3A). Se conocgue tanto la alta
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Figura 2: A) Ensayo de mamoesferas de tumores provenientes de ratones tratados con tamoxifeno (T) o vehiculo
(control, C). Se observo un aumento estadisticamente significativo (P<0.01) en el numero de mamoesferas en los
cultivos derivados de tumores de animales que habian recibido tamoxifeno. Se muestra un experimento
representativo de 3 donde en cada caso se analizaron 3 tumores independientes de cada tratamiento. B) Esquema
mostrando el disefio experimental para evaluar el impacto del tratamiento una vez que el mismo es interrumpido.
Después de recibir 30 dias de tratamiento, los animales fueron sacrificados y los tumores pasados a ratones sin
tratamiento. Cada tumor se pasé a cinco animales y se calculd la media de este grupo como valor para promediar el
tamafio tumoral en cada caso. Se los dejo crecer para luego realizar ensayos de mamoesferas, cortes histoldgicos e
inmunofluorescencias. C) Curvas de crecimiento de tumores derivados de animales que fueron tratados previamente
con tamoxifeno o vehiculo. El crecimiento de los tumores derivados de animales tratados con tamoxifeno fue
estadisticamente mayor que el de los provenientes del grupo control (P<0.001). Se analizaron por lo menos 3 tumores
en cada caso. Abajo se muestra la foto de los 3 tumores mas grandes de cada grupo. Se muestra un experimento de tres.
D) Ensayo de mamoesferas de los tumores derivados de animales tratados y no tratados. Se observo que a pesar de
haber interrumpido el tratamiento, el grupo derivado de los animales que recibieron tamoxifeno gener6 mayor
nimero de mamoesferas (P<0.01). Se analizaron entre 3 y 4 tumores por grupo. Se muestra un experimento de tres.



expresion dg1 integrina como la de6 integrina son una proglad de las células stem

[49, 76]; por lo tanto un enriquecimiento en estos marcadores también podria ser una
evidencia de un aumento de dicha poblaciém.d®a parte la prescia del receptor de
estrégeno fosforilado es un indicaidle resistencia al tamdeno [77]. En la Figura 3B

se muestra una foto representativa de mafa@essgeneradas a partir del tumor MO5. El
conjunto de estos resultados muestra queaghmiento con tamoxifeno dio lugar a
tumores con caracteristicas claramenterelifies a las de los tumores originales,
mostrando cambios morfoldgicos, un enriqueemn en marcadores de células stem y
una mayor capacidad de formar mamoesferas. Ademas se demostré que estas
caracteristicas se mantuvieron en el tumoremiausencia del tratamiento. Es decir, los
tumores recuperados luego del tratamiaefaresentan la seleccién de una poblacién
celular que da lugar a la generacién wenores con una tasa de crecimiento
significativamente mayor a la del tunymarental no expuesto al tamoxifeno.

Por otro lado, observamos que luego de 9 pasajes el tumor MO5 pierde su dependencia a
estrogenos y es capaz de crecer en ratonariectomizados, considerandose entones
hormono independiente. Como siguientabjetivo estudiamos si existe un
enriquecimiento en células con propiedadesstiurante la transicion de la hormono
dependencia a la hormono independencian €ste fin, se remperaron de ratones
independientes 4 tumores pasaje 7 (tumores hormono dependientes, HD) y 4 tumores
pasaje 20 (hormono independientéll) y se procesaron graralelo como se explicéd
previamente para obtener suspensionésilares. Las mismas se sembraron en
condiciones de formacion de mamoesfeil@emo se observa en la Figura 3C los
tumores hormono independientes presentaramotetble enriquecimiento en células con

capacidad de autorrenovacion con respadts tumores hormono dependientes.
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Figura 3: A) A partir de los tumores generados en el experimento de la Figura 2C se realizaron cortes por
congelacion e inmunofluorescencias. Se observd un aumento de la marca para fosfo-receptor de estrogeno-a
(serina 118), B1 integrina y a6 integrina. En todos los casos la marca esta en verde (FITC) y los nucleos
contrastados con ioduro de propidio (rojo). B) Aspecto de mamoesferas provenientes de tumor M05. Se ven
como acumulos de células bien organizadas y refringentes. Aumento: 400X. C) Ensayo de mamoesferas de
células provenientes de tumores hormono dependiente (HD) u hormono independiente (HI). Se observa un
aumento estadisticamente significativo en la capacidad de formar mamoesferas en los cultivos derivados de
tumores HI. **P<0.01.



Cambios en el perfil de marcadores CD24/CD29 en tumores MO05 como

consecuencia del tratamiento con tamoxifeno.

Como se menciond anteriormente, variosidiss han definido perfiles de marcadores
de subpoblaciones celulares que se encueatraquecidas en células con propiedades
stem. En células de raton se observalguibpoblacion CD24+[@29+ se encuentra
enriquecida en células stem/progenitoj43, 78] aunque otros autores reportan que
existe una poblacion CDZ¥™49CD29+ que contiene célulasem mamarias [56, 57,
79]. En nuestro modelo observamos un aumele la poblacion con propiedades stem
junto con considerables cambios en rfeorfologia en los tumores tratados con
tamoxifeno. Considerando eso, buscamos evébgatambios generados en el perfil de
marcadores de superficie como consecueteiaste tratamiento.o@ este fin, luego de
finalizado el tratamientoan citrato de tamoxifeno o vehiculo los tumores fueron
recuperados, y procesados para obtenerssgmes celulares. Se lisaron los glébulos
rojos, se lavaron las células con suero 10% vy finalmente se marcaron con los
anticuerpos CD24-APC, CD29-FC y un marcador de linaje para eliminar células
infiltrantes para luego ser alizadas por citometria deufo. Como se observa en la
Figura 4A, los tumores provenientes ddon@s en tratamiento con tamoxifeno
mostraron un incremento de la poblacién CD29+/CB24 una disminucién de la
poblacién CD29+/CD24+ con respecto a lasidwes de ratones tratados con vehiculo.
Como siguiente experimento nos propusiraeealuar si los cambios observados en los
tumores se mantenian en el tiempoudistndo tumores derivados de ratones con
tratamiento crecidos en nuevos ratonesaesencia de trataemto. La Figura 4B

muestra que se mantuvieron las diferancantes observadas indicando que el
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Figura 4: Citometrias de flujo utilizando los marcadores CD29-FITC/CD24-APC de tumores M05. A) Citometria
representativa de tumores provenientes de ratones en tratamiento con pellets de tamoxifeno (der.) o control (izq.) y
la respectiva cuantificacion de 3 tumores independientes. B) Citometria representativa de tumores provenientes de
ratones sin tratamiento pasados de ratones expuestos (derecha) o no (izquierda) al tamoxifeno (como se explica en
el disefio experimental de la figura 2B). Se muestra la cuantificacion de 3 tumores independientes.



tratamiento indujo un enriquecimienen la poldciéon CD29+/CD2#° perdurable en

el tiempo.

Impacto del 4-OH-tamoxifeno sobre la proliferacion de linea celular LMO5-E vy

MCF-7 y sobre la capacidad de formar mamoesferas de las mismas.

A continuacion decidimos profuredir el estudio del efecto tketerapia enddcrina sobre

las poblaciones stem utilizando ahora comodelo las lineas celulares LMO5-E y
MCF-7. La primera es una linea murinangble al tamoxifeno y dependiente de
estradiol al igual que el tumor MO5 del cual deriva. La MCF-7 es una linea celular
humana tumoral de mama positiva para reareg hormonales y sensible al tamoxifeno
[80, 81]. Como primer pasevaluamos la sensibilidad mgral de ambas lineas a esta
droga. Con este fin se sembraron 50.000 célpdaspocillo en placas de 24 y al dia
siguiente se trataron con@H-tamoxifeno por un periodo dedias. Como resultado de
estos experimentos se observo que la |id@5-E fue sensible al tratamiento con 4-
OH-tamoxifeno el cual inhibid el crecimientelular entre un 20 $0% (Figura 5A). La

linea MCF-7 respondié de manera musnigr con una reduccién de un 40 a 50%
(Figura 5B). Ademas, en ambos casos se evallo si el medio de mamoesferas
(DMEM/F12 suplementados con B27 y E®&O0ng/ml) tenia influencia sobre la
sensibilidad al 4-OH-tamofdno. En estos experimentos se observo que las lineas son
sensibles al tamoxifeno aun en presencifbgdesuplementos de B27 y EGF (Figura 5A

y B) indicando que el medio de mamoeate no interfiere en la sensibilidad al
tamoxifeno en ninguna de lasdams celulares estudiadas.

Como siguiente paso, dado que las lndaeron sensibles al tamoxifeno y que

observamos que el medio para crecer nemfevas no es capaz de revertir esta
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Figura 5: A) Ensayo de cristal violeta para evaluar la sensibilidad de la linea LMO05-E al 4-OH-tamoxifeno en presencia
de B27. Se trataron a las células en presencia de medio con 1% suero fetal bovino charcolizado y estradiol 10°M
(control;C) o el mismo medio mas 4-OH-tamoxifeno 10°M (C+T). En paralelo se tratd a las células en medio para
mamoesferas con el agregado o no de 4-OH-tamoxifeno (B27 y B27+T). En ambos casos las células fueron sensibles al
anti-estrogeno tras 5 dias de tratamiento. B) Se realizé el mismo ensayo utilizando la linea celular MCF-7, obteniéndose
resultados similares. Se muestra un experimento representativo de 3 *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001. C) Foto
representativa de mamoesferas generadas a partir de células de la linea LMOS5-E. D) Foto representativa de
mamoesferas generadas a partir de células de la linea MCF-7. E) Células de la linea LMO05-E fueron sembradas en
placas de baja adherencia y cultivadas con medio para mamoesferas junto con 4-OH-tamoxifeno 10°M (C+T) o
vehiculo como control. No se encontraron diferencias entre los dos grupos a los 5 dias de cultivo. Se muestra uno de tres
experimentos realizados por triplicado. F) Se procedio de la misma manera con la linea celular MCF-7. Se encontr6 que
aunque inicialmente no habia diferencias siginificativas entre los grupos tratados con tamoxifeno respecto de los
controles, con el pasar de los dias se cuantificd un nimero siginificativamente menor de mamoesferas en los pocillos
tratados con anti-estrogeno. (**P<0.01; ***P<0.001).



sensibilidad, estudiamos el efecto dicedel 4-OH-tamoxifeno sobre la capacidad de
formar mamoesferas como indicador deresencia de una poblacion stem. En primera
instancia estudiamos si las lineas celulaes capaces de formar mamoesferas y si
esta capacidad de formarlas podia ser afectada por el tamoxifeno. Para ello, sembramos
10.000 células por pocillo engdas de baja adherencia con medio de mamoesferas
adicionado o no con 4-OH-tamoxifeno %8 y contamos el nimero de colonias en
suspensiéon formadas entre los 5 y 7 diaslé&ERigura 5C y 5D se muestran fotos
representativas de mamoesferas gensradgartir de las lineas LMO5-E y MCF-7
respectivamente. En la Figura 5D se obseuw&las mamoesferas de MCF-7 presentan
estructuras compactas y otras huecas de @mwelo reportado pootros autores [76].

La linea celular LMO5-E solo dio lugar a mamoesferas compactas. Como se observa en
la Figura 5E la capacidad de formar masferas de la linea LMO5-E no fue afectada

por el tamoxifeno obteniéndose aproximadat®eel mismo namero de colonias en
suspension en ambos tratamientos. Con respecto a la linea celular MCF-7, se observé
una reduccién en el nimero de mamoesfenagresencia de 4-OH-tamoxifeno alos 5 o

7 dias después de sembmgdaesultados similares asloobtenidos por [68]. Sin
embargo, cuando evaluamos la formacion de mamoesferas dia a dia empezando a contar
desde el segundo dia en adelante se wbsgie el numero de mamoesferas que se
forma inicialmente es similar pero se reduce con el paso de los dias, lo que podria
indicar que la célula stem que da lugda anamoesfera no es sensible al tamoxifeno
sino que las células que derivandlla lo son (Figura 5E).

Como paso siguiente evaluamos si un tpgamiento con 4-OH-tamoxifeno, el cual
demostramos selecciona entre un 30 y 50%atal de las células, impacta sobre la
proporcion de células stem. Ceste objetivo se pre-tratélas células durante 5 dias

con 4-OH-tamoxifeno y luego se sembraronptacas de baja adherencia con medio
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para mamoesferas. Al realizar el cont® colonias en suspension a los 5 dias se
observo que en la linea celular LMO5-Ebfeaun aumento de aproximadamente un 30%
en el nimero de mamoesferas formadas luego del pre-tratamiento con 4-OH-tamoxifeno
con respecto al vehiculo (Figura 6A). Estesultados combinados con los de la Figura
5 evidencian que las células stem tendriaa semsibilidad menor al tamoxifeno por lo
que tratamientos con este agente reducadrakro de células totales pero enriquecen la
proporcién de la poblacion stem, resdtia similares a lobservados en los
experimentodn vivo. Con respecto a la linea celular MCF-7 obtuvimos resultados
comparables (Figura 6B).

Dado que los tumoreis vivo mantuvieron los cambios da poblacion stem auln en
ausencia de tratamiento, como siguienteetdlp decidimos estudiar si los cambios
observados en la poblaci con propiedades stamvitro también se lograban mantener
en el tiempo. Con este fin, las células fueron expuestas al mismo pre-tratamiento de 5
dias con 4-OH-tamoxifeno o control con léedeéncia de que luego de finalizado este
periodo, las mismas fueron mantenidascelivo en condiciones normales de medio
DMEM/F12 con suero 10% durante un mesegién entonces fueron contadas y
sembradas en placas de baja adherencianealio de mamoesferas. Luego de 5 dias se
contd el numero de colonias en susp@msiorrespondiensea cada tratamiento. Como
se observa en la Figura 6, el aumenttagmoblacién con propiedades stem perdur6 en
el tiempo para ambas lineas celularestog£gesultados también coinciden con lo
observadan vivo, indicando que los cambios generadosl porcentaje de células con
capacidad de formar mamoesferas como exmsncia del tratamiento con tamoxifeno

son perdurables en el tiempo, airando el mismo se interrumpe.
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Figura 6: El pre-tratamiento con tamoxifeno lleva a un aumento en el numero de células capaces de formar
mamoesferas. Células de la linea celular LMO05-E fueron tratadas durante 5 dias con 4-OH-tamoxifeno 1.10° M
(T) o con vehiculo como control y luego del tratamiento se realiz6 un ensayo de mamoesferas (A) o se mantuvieron
un mes en ausencia de tratamiento cultivando en condiciones normales de medio mas suero 10% para recién
entonces ensayar su capacidad de formar mamoesferas (C). Células de la linea celular MCF-7 fueron tratadas
durante 5 dias con 4-OH-tamoxifeno 1.10°M o vehiculo como control y luego del tratamiento se realizé un ensayo
de mamoesferas (B) o se mantuvieron un mes en ausencia de tratamiento cultivando en condiciones normales de
medio mas suero 10% para recién entonces ensayar su capacidad de formar mamoesferas (D). Para las figuras C 'y
D, lanomenclatura "Ex” precediendo al tratamiento indica que las células recibieron ese tratamiento inicialmente
y que se ensayo su capacidad de formar mamoesferas luego de un mes libre de tratamiento.



Estudio de la expresion de genes asodi@s al mantenimientode células stem

Como mencionamos anteriormente, lasamoesferas son colonias generadas y
enriquecidas en células con propiedades $6&h Por esta misma razon, dado que las
células stem tienen una mayor expresion deas genes “pluripotenciales”, se propuso
analizar esta caracteristica ernestro modelo. Se genemrmamoesferas tanto de las
lineas MCF-7 como de la LMO5-E y luego dedi@s de crecimiento las mismas fueron
centrifugadas, y resuspendidas Trizol para la extraamn de su ARN. Mediante RT-
PCR, se observd que las colonias obtenalgmrtir de céluladICF-7 mostraron un
enriquecimiento leve en los genes SOXAANOG y mayor en SOX9 y SLUG con
respecto a la linea completa crecida soplastico (Figura 7A). No se observaron
cambios en el gen OCT-4 (datos no mostradeala el caso de las mamoesferas de las
células LMO5-E se observo enriquecimieeto OCT4 y NANOG (Figura 7B). Como
siguiente objetivo, nos propusimos estudiagl re-tratamiento con 4-OH-tamoxifeno,
gue mostramos previamente genera umento en la proporcion de células con
capacidad de generar mamoesferas en amieasiicelulares, lleva a la modulacion de
genes asociados a la pluripotialidad. Como se obseream la Figura 7 el 4-OH-
tamoxifeno llevé a un aumento de los gei®OX2, SOX 9 y SLUG en MCF-7 y de
OCT4 y NANOG en LMO5-E. Este resultadoincide con el anterior, observandose
que las células residuales estan enriquscigla expresiéon de genes asociados al
mantenimiento de células stem. Este Itago refuerza el ancepto de que el
tamoxifeno lleva a un enriquecimiento enpelrcentaje de células con capacidad de

autorrenovacion y expresion denes pluriotenciales.
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Figura 7: Estudio de la expresion génica y proteica de mamoesferas con respecto a las lineas completas. A)
RT-PCR del ARN obtenido de células de la linea MCF-7 pre-tratadas 5 dias con medio DMEM/F12
suplementado con suero charcolizado al 1% y estradiol 1.10° M més 4-OH-tamoxifeno 1.10° M (MCF-7
+TAM) o vehiculo (MCF-7 Control), o de mamoesferas de esta linea celular. B) RT-PCR del ARN obtenido de
células de la linea LMOS5-E pre-tratadas 5 dias con medio DMEM/F12 suplementado con suero charcolizado
al 1%y estradiol 1.10* M mas 4OH-tamoxifeno 1.10° M (LM05-E +TAM) o vehiculo (LM05-E Control), o
de mamoesferas. C) Western representativo comparando mamoesferas (ME) contra la linea completa (LC)
revelado con anticuerpo anti E-CAD mostrando dos bandas, una de 120 Kda que representa la forma completa
de la proteina y un apartente subproducto de 100 Kda y su respectivo control de carga. D) Western
representativo comparando mamoesferas (ME) contra la linea completa (LC) revelado con anticuerpo anti
receptor de estrogenos HC-20 mostrando tres bandas, de las cuales la de 66 Kda representa la forma candnica
del mismo y surespectivo control de carga.



Estudio de la expresion diferencial dgroteinas en mamoesferas del modelo MCF-

7 con respecto a la linea celular completa:

Considerando a las mamoesferas como colonias en suspension enriquecidas en células
con propiedades stem nos permite evalaaexpresion de genes y compararla con
aquella de la linea celular completa. En paldic la principal proteina que nos resulta
interesante estudiar es el receptor ed#rogenos dado que también es blanco del
tamoxifeno. Con este fin, se extrajeron pfoas de las mamoesferas de MCF-7 para
evaluar la expresion del rgater de estrogenos alfa, E-@erina (E-CAD)y actina. En

total se obtuvieron 13 juegos de mamoesfaliferentes en los cuales se observo la
expresion del receptor de estrogenos y 9 en los cuales se evalué la E-CAD. En la Figura
7 D se observa una menor expresion dmleptor de estrdgenos en mamoesferas
generadas a partir de célutisla linea MCF-ton respecto a la linea celular completa,
resultado obtenido en 11 de los 13 juegnalizados. Al evaluar la E-CAD se observé

gue existe una leve modulacion de larfa completa de 120 KDa en algunos de los
juegos de mamoesferas con diferentes diaga®@miento con respecto al control pero

sin mostrar una tendencia clara (datos ngtrados). Esto resulté l6gico considerando

que la expresion de estaof@ina puede ser moduladatedtarse de un cultivo en
suspension comparado contra un cultivo agifiie. Por otro lado, fue notorio observar

la aparicién en 8 de los 9 juegos evaluados una banda de 100 KDa con una expresion
notablemente mayor que podria representasubproducto de la ptedlisis de la E-
Cadherina previamente reportado [82]. Sinbargo, se requieren mas estudios para

poder determinar el origen ésta proteina de 100 KDavedada por el anticuerpo.
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Efecto de los elementos del microambienteimoral sobre la proporcion de células

con propiedades stem:

Previamente demostramos que elementos del microambiente tumoral tienen un efecto
marcado sobre las propiedades de las céapésliales. En particular observamos que

la fibronectina genera resistencia al tratmo con tamoxifeno en células de las lineas
LMO5-E y MCF-7 y que esta resistencia es mediada por la integtin®e forma
similar, la laminina induce resistencia pero en este caso mediante la intég[B&.

Por otro lado, observamos que el medio coindado de fibroblastos de la linea LM05-

F también es capaz de indu@sistencia al tamoxifeno [33n base a estos resultados
decidimos estudiar si los elementos de maxtracelular son capaces de modular a la
poblacién celular con propiedadsem. Con este fin, diferentpkacas con células de la
linea LMO5-E fueron tratadas durante 48 horas con medio DMEM/F12 con suero
charcolizado al 1% mas estradiol 1.fM suplementado con fibronectina (0,01 mg/ml),
laminina (2ug/ml) o vehiculo como controPara estudiar el efecto del medio
condicionado de fibroblastpdas células fueran incutbas 48 horas en un medio
compuesto de 30% DMEM/F12 y 70% de needbndicionado de fibroblastos de la
linea LMO5-F suplementados con sueharcolizado al 1% y estradiol 1.18M. Luego

de este tratamiento cada placa fue lavagssimizada, contada y sembrada en placas de
baja de adherencia con medile mamoesferas. Luego de 5-7 dias de cultivo se
cuantifico la proporcion de células capacegedeerar mamoesferas. Como se observa
en la Figura 8A, los tratamientos combrbnectina, laminina y medio condicionado,
llevaron a una reduccion en el porcentaje de células con propiedades stem. Similares
resultados se observan al tratar célulatadinea MCF-7 con fibronectina y laminina

(Figura 8B).
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Figura 8: A) Células de la linea LMOS5-E fueron pre-tratadas durante 48 horas con vehiculo (C) fibronectina
0,01mg/ml (FN), laminina 2pg/ml (LN) o medio condicionado de fibroblastos de la linea LM05-F (MC). Luego del
tratamiento fueron sembradas en placas de baja adherencia y cultivadas con medio para mamoesferas. B) Ademas se
las mantuvo durante un mes con medio con suero 10% y luego se ensayo la capacidad de formacion de mamoesferas.
C) Células de la linea MCF-7 fueron pre-tratadas durante 48 horas con vehiculo (C) fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o
laminina 2pg/ml (LN) y luego fueron sembradas en placas de baja adherencia y cultivadas con medio para
mamoesferas (B). Se las mantuvo durante un mes con medio con suero y luego se ensayd la formacion de
mamoesferas (D) . (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). Para las figuras B y D, la nomenclatura "Ex" precediendo al
tratamiento indica que las células recibieron ese tratamiento inicialmente y que se ensayo6 su capacidad de formar
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Como siguiente objetivo nos propusimosudsar si los cambio®bservados con los
elementos de matriz generaban un efectolyrable en el tiempo. Para ello, nuevos
juegos de placas fueron tratados durante 48shoon los tratamientos antes explicados
y luego de finalizados los mismos, $&varon y las células se mantuvieron en
condiciones normales de DMEM/F12 con su&0%. Luego de un mes se ensayo la
capacidad de formar mamoesferas. Ensesixperimentos se observé que todos los
tratamientos que inicialmente habilevado a una reduccion de la poblacion con
propiedades stem habiamgeado un efecto perduralda el tiempo observandose una
reduccién de esta poblacion tedlos los casos para ambas lineas celulares (Figura 8C y
8D).

Con el fin de reforzar las observacionesedores, decidimos evaluar otros marcadores
de células stem. Como se egplanteriormente, se ha dapto que estas células tienen
una mayor actividad de ALDH1 [40]. Por fanto, se propone gua evaluacion del
porcentaje de células que poseen alta activi@agsta enzima es un buen marcador para
el estudio de poblaciones stem. UtilizamokieAldefluor® de Sem Cell Technologies
para evaluar el efecto del microambiente ttaheobre células de la linea LMO5-E. De
forma analoga a lo realizado anteriormetds,células fueron tratadas durante 48 horas
con medio condicionado de fibroblasta® la linea celular LMO5-F o medio
suplementado con fibonectina, laminina o eehd como control. Luego de finalizado
el tratamiento, las células se procesaron cemexplica en materiales y métodos para
evaluar la actividad de la aldehido deshidnaga por citometria de flujo. En la Figura
9A se pueden observar citoma#r representativas de tratantos control en ausencia
(derecha) o presencia (izquie) de DEAB de modo de filgr la regiéon de células
positivas para alta actividad ¢k enzima en cuestion. En fagura 9B se muestran de

izquierda a derecha los gréficos de citofastrepresentativas de actividad de ALDH en
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células que fueron consideradas positivas en este ensayo. B) Células de la linea LMOS5-E fueron pre-tratadas
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ausencia del inhibidor de restras con tratamiento corfréibronectina, laminina y

medio condicionado en las células LMB5-En la Figura 9C se observa la
cuantificacion de 3 experimentos indegentes mostrando una reduccion en la
poblacion ALDH positiva para los 3 tratamientegaluados con respecto al control.

Este resultado coincide cah anterior indicando una stinucion de la poblacion de
células con propiedades stem. Por otdm)a@stos mismos experimentos no pudieron ser
ensayados en la linea celular MCF-7 dadaala expresion de la proteina ALDH1 que
posee esta linea, incluso es considerada como un control negativo por la compafiia

proveedora del kile deteccion.

Estudio de vias de sefalizacion involucragaen el efecto generado por elementos

del microambiente tumoral:

Como observamos anteriormente los trataroenbn fibronectina y laminina llevaron a
una reduccion de la ptacion con capacidad de formaramoesferas al igual que la
poblacion positiva para alta actividad AeDH. Como siguiente objetivo buscamos
evaluar si las vias de PISK/AKT y/o d#APK/ERK mediaban estos efectos. Con este
fin, se realizaron tratamientasalogos a los antes descripgmspresencia o ausencia de
los inhibidores especificos LY294002 devia de PI3K/AKT oPD98059 de la via de
MAPK/ERK. En resumen, se t@atlurante 30-60 minutos a las células con el inhibidor
especifico o vehiculo y luego se agregdralamiento de 48 horas con elementos del
microambiente tumoral manteniendo a lobkilwdores hasta cumplido el tratamiento.
Luego de finalizado este periodo las céldileeson contadas y sembradas para ensayar
su capacidad de formar mamoesferasm@oprimer resultadcse observé que el

inhibidor de PI3K, LY294002, tiene un efeaiirecto sobre la capacidad de formar
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mamoesferas reduciendo significativamente la misma tanto en la linea celular LMO5-E
como en células MCF-7 (Figuras 10A y B)tdgesultado es coharte con bibliografia
donde demuestran que las células steresitan de la viade AKT para su
mantenimiento [66] y nos impide estudiarimplicancia de esta via de sefalizacion
mediante esta metodologia. La otra gize estudiamos fue laia de MAPK/ERK
mediante el inhibidor PD98059, inhibidor de MEK. Como se observa en la Figura 10 C
y D, al igual que reportamos previamentanto la laminina como la fibronectina
llevaron a una reduccion en tapacidad de formar mamesferas y este efecto fue
revertido totalmente por el uso del inkibi de MEK en ambas lineas celulares. Este
resultado indicaria que estos elementoshmdefoambiente tumoral estarian reduciendo

la poblacion con capacidad de formar mamoesferas y que este efecto estaria mediado

por la via de las MAPK/ERK.

Estudio de los cambios en la capacidadonogénica generados por los elementos

del microambiente tumoral

Previamente demostramos que tanto laofiectina como la laminina son capaces de
reducir el nimero de células con propiedastesn en los modelos celulares utilizados

en este trabajo. Como siguiente objetivo, dieods estudiar si existian cambios en la
capacidad clonogénica al exponer a las células a tratamientos de 48 horas con elementos
del microambiente tumoral. Los ensayos cl@mgos evalluan la capacidad que tienen

las células de crecer aislad#es otras células y de compotes de matriz extracelular.

En primer lugar, evaluamos el efecto ldelaminina y la fibronectina sobre células
adherentes de ambas lineas celulares. Cienfias diferentes placas con células de la

linea LMO5-E o MCF-7 fueron tratadas dnte 48 horas con medio DMEM/F12 con
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Figura 10: Recuento de mamoesferas evaluando el efecto de las vias de sefializaciéon PI3K/AKT y MAPK/ERK
sobre la influencia de factores microambientales . A) Células de la linea LMO0S5-E fueron pre-tratadas o no durante
30 minutos con PD98059 10 uM o LY294002 10 uM y luego 48 horas con vehiculo. A continuacién fueron
sembradas en placas de baja adherencia y cultivadas con medio para mamoesferas. B) Células de la linea MCF-7
fueron pre-tratadas o no durante 30 minutos con PD98059 10 uM o LY294002 10 uM y luego 48 horas con
vehiculo. A continuacion fueron sembradas en placas de baja adherencia y cultivadas con medio para mamoesferas.
C) Células de la linea LMO0S-E fueron pre-tratadas o no durante 30 minutos con PD98059 10 uM y luego 48 horas
con vehiculo (C) fibronectina 0,01mg/ml (FN), o laminina 2pg/ml (LN) y entonces fueron sembradas en placas de
baja adherencia y cultivadas con medio para mamoesferas. D) Células de la linea MCF-7 fueron pre-tratadas o no
durante 30 minutos con PD98059 10 uM y luego 48 horas con vehiculo (C) fibronectina 0,01mg/ml (FN), o
laminina 2pg/ml (LN) y entonces fueron sembradas en placas de baja adherencia y cultivadas con medio para
mamoesferas. (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).



suerocharcolizado al 1% mas estradiol 1.2® suplementado con fibronectina (0,01
mg/ml), laminina (2pug/ml) o vehiculo conemntrol. Luego de este tratamiento, las
placas se lavaron y tripsinizaron, y las susperes de células obtenidas se contaron y
sembraron en concentraciones de 200 célpdaspocillo en placas de 24 pocillos en
medio con suero 10%. Luego de una semana se contd el numero de colonias de mas de
8 células coloreadas con cristal violetanm@ose observa en la Figura 11 Ay B no se
observaron cambios como consecuencia detritamientos en ninguna de las lineas
celulares evaluadas. Comg@uiente objetivo, estudiamos estos elementos de matriz

eran capaces de modular la clonogel@id de las células que componen las
mamoesferas. Para ello, luego de 7 a 10 déasrecimiento de las mamoesferas, se
midi6 el volumen del medio y se les agrdippbonectina o laminina de modo de obtener

las mismas concentraciones antes utilizadas. Luego de 48 horas de este tratamiento las
mamoesferas fueron disgregadas y se seo200 células por pocillo en placas de 24
pocillos en medio con suero 10% y se contdlehero de colonias una semana después.
Como se puede observar en la figura 11 B,yos elementos de matriz extracelular
llevaron a una reduccién significativa deimero de colonias que las células fueron
capaces de generar a diferencia de lo ebsler anteriormente. Mas audn, en la linea
LMO5-E se puede observar claramente tpeapacidad clonogénica de las células
provenientes de las mamoesferas es idersblemente mayor que la de la linea
completa probablemente consecuencia de que las primeras estan enriguecidas en células
con propiedades stem y de intermediams mayor grado de difenciacion que estas
dltimas pero menor que las de la mayoria de la linea celular completa. Estos resultados,
nos indican que estos elementos de matriz extracelular podrian llevar a una

diferenciacion de las células con propiedastesn y/o de los intermediarios presentes
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Figura 11: A) Células de la linea LMO0S5-E fueron pre-tratadas durante 48 horas con vehiculo (C) fibronectina
0,01mg/ml (FN) o laminina 2pg/ml (LN) y luego del tratamiento fueron sembradas en concentraciones de 200
células por pocilloy se las cultivo una semana con medio con suero 10%. B) Células de la linea MCF-7 fueron pre-
tratadas durante 48 horas con vehiculo (C), fibronectina 0,01mg/ml (FN) o laminina 2pug/ml (LN) y luego del
tratamiento fueron sembradas en concentraciones de 200 células por pocillo y se las cultivd una semana con
medio con suero 10%. C) Mamoesferas de la linea celular LMO05-E fueron tratadas durante 48 horas con vehiculo
(C), fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o laminina 2pug/ml (LN) y luego se disgregaron y se sembraron 200 células por
pocilloy se las cultivo una semana con medio con suero 10%. D) Mamoesferas de la linea celular MCF-7 fueron
tratadas durante 48 horas con vehiculo (C), fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o laminina 2ug/ml (LN) y luego se
disgregaron y se sembraron 200 células por pocillo y se las cultivd una semana con medio con suero 10%.
(*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). En todos los casos se muestra la media més es desvio estandar del nimero de
colonias de mas de 8 células. Los experimentos fueron realizados por triplicado.



en las mamoesferas, los cuales se encueptrem representados en las lineas celulares

completas.

Estudio de los efectos generados en las células con propiedades stem como

consecuencia del tratamiento con ementos del microambiente tumoral

Como se observé anteriormente, la reduceidta capacidad clonogi€a de las células

que componen las mamoesferas luego del tratamiento con elementos de matriz
extracelular podria ser unai@encia de la induccion defdienciacion ya sea de las
células con propiedades stem o de los inteianied derivados de estas. Con el fin de
evaluar con mas detalle estéecto, el siguienteobjetivo fue determinar si estos
tratamientos llevaban a una reduccion len capacidad de formar mamoesferas
secundarias. Como se conterdnteriormente, la capacidad de formar mamoesferas
secundarias es un indicativo de la propordércélulas dentro de las mamoesferas que

son capaces de formar nuevas mamoesferas, es decir, el porcentaje de células con
propiedades stem dentro de las mamoesfeZan el fin de evaluar este porcentaje,
mamoesferas de 7 a 10 dias de crecimiento de ambas lineas celulares fueron tratadas
durante 48 horas con fibronectina o lamininaego del tratamiento, fueron disgregadas

y se sembraron células en condicionesfaenar nuevas mamoesferas para cada
tratamiento. Como se observa en la figligaA y B, los tratamientos llevaron a una
significativa reduccién en lgapacidad de generar mamoesferas secundarias. Estos
resultados indican que se redujo coesiblemente el ndmero de células con
propiedades stem en las mamoesferasa evidencia queindica una posible

diferenciaciéon de estas células.
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Figura 12: A) Mamoesferas de 10 dias de la linea celular LM05-E fueron tratadas durante 48 horas con vehiculo
(C), fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o laminina 2 pg/ml (LN) y luego se disgregaron y se sembraron en condiciones
de formar nuevas mamoesferas. B) Mamoesferas de 7 dias de la linea celular MCF-7 fueron tratadas dutante 48
horas con vehiculo (C), fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o laminina 2ug/ml (LN) y luego se disgregaron y se
sembraron en condiciones de formar nuevas mamoesferas. En ambos casos se muestra la media mas el desvio
estandar de tres experimentos independientes. C) Mamoesferas de 7 dias de la linea celular MCF-7 fueron
tratadas durante 48 horas con vehiculo (C) fibronectina 0,01 mg/ml (FN) o laminina 2pg/ml (LN) y luego se
centrifugaron y resuspendieron en TRIzol, se extrajo su ARN y se evaluo la expresion de los genes Nanog y Sox2
mediante RT-PCR. (¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).



Finalmente, considerando las evidenciasm posible diferenciacion de las células con
propiedades stem y/o de intermediarios\@etas de ellas, nggopusimos estudiar si
existian cambios en la expresion de gaasexiados al mantenimiento de células stem.
Con este fin, mamoesferas generadas a padeticélulas de la linea celular MCF-7
fueron tratadas durante 48oras con elementos de matriz como se explico
anteriormente. Luego del tratamienttgs mamoesferas fueron centrifugadas y
resuspendidas en TRizol con el fin de agtrsu ARN. A continuadn se purifico el
ARN, se obtuvieron los ADNc correspondiente se amplificaron por PCR los genes
Nanog y Sox2. Como se observa en la Figur&,lianto el tratamiento con fibronectina
como con laminina llevaron a una notablduecion en expresion adgnes asociados al
mantenimiento de células stem. En conjuntosesesultados son fuertes evidencias de
una induccién de la diferenciacion des l&élulas con propiedades stem como

consecuencia del tratamiento con elementos del microambiente tumoral.
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Discusion
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La terapia endocrina incrementa en faraignificativa la sobrevida de pacientes
con cancer de mama positivo para receptooesionales. Sin embargo, las recurrencias
tardias siguen siendo unoptema clinico de relevanci&ntender cuales son los
mecanismos que regulan la recurrencia permitiria disefiar nuevas estrategias
terapéuticas. Hay cada vez mas evidencias que sugieren que tanto la persistencia
tumoral como la recurrencia son atribuibéea presencia de células con propiedades
stem, siendo las mismas resistentes a lapiteya&onvencionales. En estos trabajos se
observa que a pesar de que los tumoreseaadirtelulares muestran una sensibilidad
tanto a la radioterapia como a la quimiafga, existirian subpoblaciones de células que
tienen mayor resistencia a estos tratamientos [64, 65, 83, 84]. Ademas se observa que
estas subpoblaciones de células represr células con propiedades stem
considerandolas como posibles iniciadatagumores y probablemente responsables de
las recurrencias observadas en pacientes. Mas aun, Katkalyadescribieron en un
modelo de cancer de mama el enriguecimiento en células con propiedades stem luego
del tratamiento con docetaxel. Sin engmardemostraron que estas células tenian una
dependencia de la via PIMT y por lo tanto eran seiides a inhibidores de la
misma. Estos autores observaron que la aoacidbn de tratamientos de docetaxel mas
perifosina (inhidor de AKT)en ratones con xenotransplantes de tumores mamarios
logra reducir el crecimiento tumoral y que Iegélulas residuales no son stem, como si
ocurre cuando solo se trata con docetaxel [Bf]relacién a esto smo, varios autores
han demostrado que una baja expresion de PTEN, que llevaria a un aumento de la
activacion de la via PI3K/AKT, es signo delmpeondstico y resistencia a la terapia [85,
86]. En coherencia con esto, nosotrdsmostramos que el inhibidor de PI3K,
LY294002, redujo significativamente la capx de formar mamoesferas en los

modelos LMO5-E y MCF-7 (Figura 10 Ay B).
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En la primera parte de este trabajonbs demostrado que el tamoxifeno lleva a
una reduccion del tamafio tumonalivo o del total de células vitro acompafiado por
un enriquecimiento perdurable en células propiedades stem (Figuras 2, 5y 6). A
pesar de la gran cantidad dstudios que rationan los tratamientos de quimio y
radioterapia con este fendbmeno pocos lo feacionado con la terapia enddocrina. Un
antecedente interesante en este aspecto es un trabajo que demostré que el andlisis
molecular de expresion géai de células residuales luego del tratamiento con
quimioterapia o terapia endocrina mostrahanriquecimiento en células con una firma
similar a la obtenida al evaluanamoesferas o células CD44+/CE¥4[75]. Otro
trabajo demostré que el estradiol aumentaliehero de células con propiedades stem vy,
contrariamente a lo observado por nosotqp®e el tamoxifeno lo disminuye [87]. En
particular demuestran que el estradiol aumenta la capacidad de formar mamoesferas y
gue el tamoxifeno la reducsin embargo, las cordones experimentas utilizadas en
este trabajo no son comparables con las nueBs&s se debe a que, con la finalidad de
estudiar el efecto del estradiol en su modperimental, estos autores mantienen a las
lineas celulares privadas de estrigge cultivando con medio con suesiwarcolizado
10% durante el mes previo y durante la seande tratamiento. En nuestras condiciones
de trabajo el estradiol estiempre presente, incluso, el aumento en el nimero de
mamoesferas formadas por la linea MCF-#ahrlas con estradiol en sus resultados es
igual o menor al numero de mamoesferas mpEdtros obtenemos en los controles en
condiciones basales. Esto indicaria que ealidad el estradiol es necesario para el
mantenimiento de las células con propiedades y el tamoxifeno intervendria a este
nivel lo que es coherente dado que todas lasdintilizadas por estos autores, al igual
gue las nuestras, son dependientes dégsios para su crediemto. Otros autores

demostraron que el tratamiento de mamaasfeon tamoxifeno detuvo el crecimiento
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de las mismas y en concentraciones nit#s ancluso llego a reducir su tamafio. Sin
embargo, observaron que la capacidad de autorrenovacion de las mismas no se vio
comprometida, sugiriendo umaenor sensibilidad de células con propiedades stem al
tamoxifeno y un leve aumento en la capacidadormar mamoesferas luego de un pre-
tratamiento corto con tamdgno [68]. Estos autores no observaron un aumento en la
tumorigenicidad al inocular células eptratadas con tamwifeno como hubieran
esperado. En nuestros resultados si obsersy@ue los tumores provenientes de ratones
tratados con tamoxifeno mostraban un ergdgmiento en marcadores de células con
propiedades stem y mayor agresividad. [articular observamos que las células
residuales luego del tratamientwostraban mayor marcacion pda y a6 integrinas
(Figura 3), mayor capacidad ttemar mamoesferas (Figuf), un mayor porcentaje de
células CD29+/CDZ#° (Figura 4) que son consideradas capaces de regenerar la
glandula mamaria [79] y una mayor tasacadecimiento al eliminar el tratamiento y
permitirles crecer en ausencia del mismo. Una posible explicacion de porqué estos
autores no lograron observar el resultaflee esperaban se deba a la metodologia
experimental dado que ellos utilizaron comodelo células humanas MCF-7 en ratones
NUDE. Existen evidencias de que los xeansplantes no conforman buenos modelos
dada la inmunodeficiencia des ratones que modificadasefales del microambiente
[88]. En nuestro caso utilizamos el modM65 en ratones BALB/c, lo que nos permite
estudiar la respuesta a terapia en un contexto donde ralcroambiente tumoral es
propio y el sistema inmune es competestendo por lo tanto la progresién tumoral
observada clinicamente mas relevarteluso, demostramos que los tumores que
pierden su dependencia hormonal secuentran enriquecidos en células con
propiedades stem (Figura 3).iEe otro trabajo en bibliogfia que aborda el efecto del

estradiol sobre las células con propiedagtesn. En este trabajo los autores observan
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que el estradiol lleva a la diferenciacide células stem reduciendo el niumero de
mamoesferas que las células son capaces de formar al igual que la expresién de genes
involucrados en el mantenimiento de utéé stem [69]. Estos autores también
demuestran que el tratamierton tamoxifeno a dosis bajas (1’M) incrementa la
capacidad de formar mamoesferas, similar @bservado por nosotros (Figura 2, 5y 6).

Sin embargo, ellos proponen como mecanismo que el tamoxifeno desplazaria al
estradiol evitando la diferenciacion de las células con propiedades stem, aumentando asi
el nimero de mamoesferas que las célslas capaces de formar y no una menor
sensibilidad a la terapianddcrina por parte de laglulas stem como proponemos
nosotros basandonos en nuestros resultadasotf®dado, los mismos autores reportan

que las mamoesferas tanto de las lineas celulares humanas MCF-7 como T47D
presentan una mayor expresion de genegpphenciales relacionados al mantenimiento

de células stem y que ademas, estos awmedlttratar a las células con tamoxifeno

[69], ambos resultados similares a los obados por nosotros en la linea celular MCF-

7 (Figura 7A). Nosotros ademas demostramoe el tamoxifeno lleva a un aumento de

la expresion de otros genes de mantemtoieomo son OCT-4 y Nanog en el modelo
murino LMO5-E (Figura 7B).

Por otro lado, existe unaar discusion con respecto a las caracteristicas de las
células stem. En particular uno de los temas generalmente abordados es la expresion del
receptor de estrégenos en estas células. Los tumores positivos para el receptor de
estrdgenos suelen ser menos agresivoslapiéumores negativos para el mismo. Sin
embargo, dado que las células stem suséeruna poblacion poco representada en los
tejidos, menos diferenciada y ademas sustenesponder a las terapias, varios autores
propusieron estudiar si estas catutenian una expresion difecéal de este receptor en

tumores o lineas celulares consideradas pospiaeseste receptor. En primer lugar, los
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autores que estudiaron a las células stemnama normal observaron que estas células
son positivas para el receptor de estrégenos ([4] y [89]), sin embargo, en células stem
tumorales de tumores considerados posits®®bservd que eran negativas para este
receptor ([66, 90-92]). Otros proponen que existe una jerarquia de células stem, en las
cuales la principal es negativa para el receptor de estrégenos y esta da lugar a una stem
de jerarquia menor que es positiva para el mismo y esta se divide con mayor frecuencia
y es responsable de dar lugaprogenitoras defidas que finalmente se dividen para
dar lugar a las células diferenciadas d@gddg93]. Algunos autore estudiaron en lineas
positivas para el receptor de estrégenos sxgquesion se modula atecer las células
en forma de mamoesferas dado que estascseinan enriquecidas en células stem. Al
igual que lo observado por nosotros enlitea celular MCF-7(Figura 7D), estos
autores observaron una menor expresioh rdsmo ([90] y [69]), sin embargo,
observaron que el receptor residual eraifumal mediante ensayate transfecciéon de
plasmidos ERE-LUC ([69]). En concordancian este resulti, nosotros observamos
gue a pesar de la menor expresion deresg&ptor se pudo detectaceptor fosforilado
en serina 118 tanto paetern blot como por inmunofluoresenc{datos no mostrados).

Por otro lado, nosotros esiamos los efectos del microambiente tumoral sobre
las células de las lineas células LM05-E yRAC[33]. En particular demostramos que
el medio condicionado de fibr@stos, al igual que la lamna y fibronectina, tienen
influencia sobre la respuesta al tamaxdfeen las células épliales induciendo
resistencia [33]. En este trabajo nos proposirastudiar si estadementos de matriz
son capaces de modular a la poblacion con edagies stem. Con este fin, evaluamos si
el tratamiento de ambas lineas celularea elementos del microambiente tumoral
podria modular la capacidad de formar masferas y/o el porcentaje de células con

alta actividad de ALDH1. Observamos que todos los elementos del microambiente
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tumoral fueron capaces de reducir la cagmt de formar mamoesferas en ambos
modelos celulares, y mas aun, este efectoupérdn el tiempo aun en ausencia de
tratamiento (Figura 8). De forma similaspservamos que los mismos tratamientos
modularon de igual forma la poblacion positiwara ALDH1 en la linea celular LM0O5-

E (Figura 9). Estos ultimos resultados madieron ser evaluados éa linea celular
MCF-7 dado que el kit Aldeflu@ utilizado no funciona adecuadamente en esta linea
celular. Existen multiples evidencias de que las células con alta actividad de ALDH1
pueden ser consideradas células stemogemitoras [40, 66, 92], por lo tanto, este
resultado y el anterior se refuerzan mutuamente indicando que los elementos del
microambiente tumoral tenderian a reddaimpoblacion con propiedades stem en los
modelos MCF-7 y LMO05. Existen pocas eviden@asbibliografia ereste aspecto. Un
trabajo que aborda el efectie elementos de matriz extracelular sobre células stem
embrionales demostré que la fibronectinal fragmento laminina-111 son necesarias
para diferenciacion del endodermo ([94]). fiamticular demuestran que estos elementos
llevan a una disminucion de la expresiénN#og y su sustraccion lleva a un aumento
de OCT-4, y ademas que la mayoria dateslios definidos queducen diferenciacion
llevan a que estos factores matriz se sobreexprese®v]. Mas aun, otros autores han
demostrado que la integrirfd, la cual es el principal receptor de estos elementos de
matriz, es necesaria para la diferenciacion del endodermo ([95]). Por otro lado, también
observamos que el efecto de laminina fideonectina relacionado a la disminucion de

la capacidad de formacion de mamoesferes abolido si seo-cultivaba con un
inhibidor de MEK, indicando que este efectd@enediado por la via de sefializacién de
las MAPK/ERK (Figura 10). En coherenc@n lo observado por nosotros, se ha
descripto que los factores de matriz celslaunen a las integrinas y sefializan mediante

la vias de las MAPK/ERK YRho-ROCK ([96]) y pueden reaqi la pluripotencialidad
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([97, 98]), la proliferacion([99]) y la diferenciacion ([100, 101]) en células stem
embrionales. Ademas demostramos que sesiementos de matriz extracelular no
afectaban la capacidad clonogénica al tratadiaéa celular completa pero si afectaban
la clonogenicidad de las células provergsntle las mamoesferas (Figura 11). Estos
resultados se pueden explicar considdea que las mamoesferas se encuentran
enriquecidas en células stem, progenitorastrgs intermediarios que se encuentran
poco representados en la linea celulanmeta y probablemente tengan una mayor
capacidad clonogénica que las células diferenciadas. Mas aun, se observé claramente en
la linea LMO5-E que el porcentaje de wtéé con capacidad atogénica en las
mamoesferas es considerablemente mayor qu& de la linea celular completa y que
luego del tratamiento con elementos de makitzacelular alcanza niveles similares a
los de estas ultimas. Por otro lado, observamos que estos mismos tratamientos llevaron
a una reduccién en la capacidad de forgvaale mamoesferas secundarias y de la
expresion de genes asociadak mantenimiento de cdas stem (Figura 12). La
reduccion en el nimero de mamoesferasusg@arias indica que los tratamientos
llevaron a una menor cantidad de célulzan propiedades stem dentro de las
mamoesferas lo cual es coherente caegundo resultado donde se observa una menor
expresion de genes necesagasa el mantenimiento detas células. Estos resultados,
en conjunto con los anteriores, podriadiéar que los elementos del microambiente
tumoral fibronectina y laminina indu@n una diferenciacion de células con
propiedades stem en los modelos LMO5-EI@F-7. Queda por delante determinar si

este efecto esta relacionado con thuiction de resistereial tamoxifeno.
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Conclusion:

Demostramos tanto in vivo como in vitro gaktamoxifeno, la terapia endécrina de
mayor utilizacion en pacientes con cancer de mama positivo para receptores
hormonales, lleva a un incremento en la poidin celular con propiedades stem en los
modelos utilizados y que adémel microambiente tumoras capaz de modular a esta
poblacién celular. Observamos que las céluksiduales después del tratamiento dan
lugar a tumores mas agresivos indicando que la interrupcién de la terapia puede
aumentar la probabilidad detfwas recurrencias. En coherencia con este razonamiento
se observd que aproximadamente un 25% slenlgieres que recibieron un tratamiento
con tamoxifeno durante 5 afios tienen recurrencias dentro de 10s 5 y los 15 afios desde
el inicio del tratamiento mientras quetesiimero baja hasta un 21% al prolongar el
tratamiento a 10 afios [102]. De estos redokase desprende qae necesario evaluar

la eficacia del mantenimiento de estap@agor periodos mas gongados, estudiando

en particular si existen marcadores que pugaadecir dicha eficé. Por lo tanto, un

mejor entendimiento de los mecanismos involucrados permitira adecuar el tratamiento
con el fin de lograr la redgion en el nimero de recurrencias a largo plazo en tumores
con este tipo de respuestas, lo cual es dmdos principales desafios clinicos en el

contexto de esta patologia.
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