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ABREVIATURAS

Acs anticuerpos

ATB/ATM solucion de antibidtico-antimicotico

BMFS tiempo libre de metdastasis dseas

BMP-2 proteina morfogénica dsea-2

BMP-6 proteina morfogenética 6sea-6

BSA seroalbimina bovino

CAFs fibroblastos asociados al cancer

CAV1 calveolina-1

CCL-2 Ligando 2 de quimioquina motivo C-C (MCP-1)
CD105 endoglina

CD106 (VCAM-1) proteina de adhesion de células vasculares 1
CD146 (M-CAM) molécula de adhesion celular del melanoma
cDNA acido desoxirribonucleico copia

CFU-F unidades formadoras de colonias fibroblasticas
CMN células mononucleares

COL3A1 cadena alfa 1 de coldgeno tipo Il

CSC células madre tumorales

CXCL quimioquina con motivo C-X-C

DAPI 4" ,6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro

DO densidad 6ptica

DTCs células tumorales diseminadas

EDTA acido etilendiaminotetraacético

EGF factor de crecimiento epidérmico

EMT transicidon epitelio-mesenquimal

ES error estandar

FAP proteina de activacién de fibroblasto

FGF factor de crecimiento fibroblastico

FSP proteina de especifica de fibroblasto
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Gal3BP ligando de unién a galectina-3

GAPDH Gliceraldehido 3- fosfato

GFP proteina fluorescente verde

HER2/neu receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano

HGF Factor de crecimiento hepatico

ICAM-1 molécula de adhesidn intercelular 1

IFM indice de fluorescencia media/relativa; indice de fluorescencia especifica de la molécula
en estudio/indice de fluorescencia del control de isotipo especifico

IGF-1 factor de crecimiento similar a insulina de tipo |

IGF1R receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo |

IGFBP3 proteina de unioén al factor de crecimiento similar a la insulina de tipo llI
IL interleuquina

MCo medio condicionado

M-CSF factor estimulante de colonias monocitico/macréfago

MDSC células mieloides supresoras

MEC componentes de matriz extracelular

MEFS tiempo libre de metastasis

MMEFS tiempo libre de metastasis mixtas

MMPs metaloproteinasas

MO médula dsea

mMRNA &acido ribonucleico mensajero

MSCs células madre mesenquimales, también llamadas células madre estromales
MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonfenil)-2H-tetrazolio
OCT4 Factor de transcripcion 4 de unién a octameros

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OS sobrevida global

ON incubacién toda la noche, “over night”

P4HB subunidad B de prolil 4-hidroxilasa

PBS buffer fosfato salino
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PCM pacientes con cancer de mama

PDGF factor de crecimiento derivado de plaguetas

PDGFRa receptor a del factor de crecimiento derivado de plaquetas
RAGE receptor para los productos finales de glicacidon avanzada
RANKL ligando del receptor del factor nuclear kappa-B

RE receptor de estrégeno

RFS tiempo libre de recidiva

RNA acido ribonucleico

ROS especies oxigenadas reactivas

RP receptor de progesterona

RUNX2 factor de transcripcion 2 de la familia RUNX

S100A7 proteina de unién al calcio S100 A7

SBF suero bovino fetal

scRNA-seq secuenciacion de RNA de célula unica

SDF-1 factor derivado de células estromales tipo 1

SOX2 SRY (region determinate del sexo) caja-2

SPARC osteonectina

TA temperatura ambiente

TGF-B factor de crecimiento transformante beta

TNBC triple negativo

TNC tenascina C

TRAIL ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (factor de necrosis tumoral)
VEGF factor de crecimiento endotelial vascular

VMEFS tiempo libre de metastasis viscerales

VS voluntarios sanos

a-MEM medio esencial minimo a

o-SMA actina de musculo liso a
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Importance of CD105(+)/CD34(-) Stromal Mesenchymal Cells in Breast Cancer Progression

ABSTRACT

Currently, it is known that the evolution of breast cancer not only depends on the
characteristics of the breast cancer cells but also on the composition of the tumor
microenvironment, which plays a fundamental role in the growth of the primary tumor and
its progression toward future metastasis. Within the breast tumor microenvironment, most
stromal cells are fibroblasts, and 80% of them are activated, being referred to as cancer-
associated fibroblasts (CAFs). CAFs are spindle-shaped mesenchymal stromal cells, negative
for CD34, CD31, and cytokeratin, and positive for a-SMA, FSP, FAP, among other markers.
However, the phenotypic characteristics of CAFs can vary depending on the subtype of
breast cancer. Regarding their function, CAFs within the breast tumor microenvironment
secrete various extracellular matrix (ECM) components (such as collagen | and hyaluronic
acid), growth factors, cytokines, proteases, and hormones, all of which promote the
initiation, growth, angiogenesis, invasion, and metastasis of breast cancer. The four main
cellular populations that give rise to CAFs are: bone marrow (BM) mesenchymal stem cells
(MSCs), fibroblasts from the breast stromal microenvironment (main source), tumor cells
(via epithelial-mesenchymal transdifferentiation — EMT), and endothelial cells (via
endothelial-mesenchymal transdifferentiation). Tumor cells release factors such as
transforming growth factor B (TGF-B), stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), interleukin (IL)-
6, among others, which favor the differentiation process of the aforementioned cells,
particularly MSCs, into CAFs, and their subsequent activation. It was observed that BM
MSCs can migrate to the primary breast tumor in the early stages of the disease and
promote tumor development as constituents of its microenvironment, either as such or
differentiated into CAFs. In relation, 90-95% of human BM-MSCs are characterized by
presenting CD105 (endoglin), and 50% of CAFs express CD105 in the tumor stroma of
patients with breast cancer (BCP). The CD105 antigen is the co-receptor of TGF-B, with TGF-
B being the response modulator, regulating cell proliferation, migration, differentiation, and

apoptosis. Additionally, it is known that CD105 plays an important role both in maintaining
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stemness properties and in the homing of BM-MSCs to the primary breast tumor through
the TGF-PB signal. Within the tumor microenvironment, TGF-f promotes the differentiation
of MSCs into CAFs, stimulates the proliferation and activation of CAFs, and increases their
antitumor activity by inducing the release of ECM components, among other factors. In
previous studies, we found: 1) that tumor cells present in primary tumors of BCP women
with invasive ductal carcinoma, stage | and I, treatment-free) produce chemotactic
substances for BM-MSCs such as IL-6, SDF-1, and chemokine motif C-C ligand 2 (CCL-2); and
there is a significant association between the expression of these ligands in tumor cells and
the expression of their receptors IL-6R, CXCR-4, and CCR-2, respectively, present in spindle-
shaped intra-tumor stromal cells (fibroblast-like), not associated with the vasculature; 2)
expression of a-smooth muscle actin (a-SMA), fibroblast-specific protein (FSP), melanoma
cell adhesion molecule (CD146), and CD105 in spindle-shaped stromal cells not associated
with the vasculature, CD34(-), of early invasive ductal BCP (clinical-pathological stage | and
I, n=56); 3) differential expression of CD105 between breast tumor tissue and non-
neoplastic tissue, with such expression being null within the non-neoplastic tissue; and 4)
that high expression of CD105 in these stromal cells is a new marker for the identification
of early BCP (n=56) with a high risk of developing metastasis in a shorter time and lower
overall survival. Considering these findings, in the current thesis work, we found it essential
to continue studying, in a larger cohort of BCP (n=350), whether the expression of CD105 in
these spindle-shaped stromal cells, not associated with the vasculature CD34(-), constitutes
an independent prognostic biomarker for the occurrence of site-specific metastasis,
particularly bone. Moreover, we were interested in knowing the phenotypic, molecular, and
functional characteristics of CD105(+)/CD34(-) stromal cells that might partly explain their
origin and role in tumor evolution. In the present work, we found that: 1) the expression of
CD105 in spindle-shaped stromal cells, not associated with the vasculature CD34(-), was
associated with the age of the BCP and the size of the primary tumor. The 42.22% of patients
under 50 years old had high CD105 expression, while 28.85% of patients aged 50 or older
had high CD105 expression. Additionally, 43.65% of BCP with a tumor size >2 cm had high

CD105 expression, while 25.89% of BCP with a tumor size <2 cm also had high expression of
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this marker; 2) the expression of CD105 was associated with the occurrence of metastasis,
particularly bone. Additionally, the expression of this marker was associated with the size
of the bone metastatic focus, the number of bone metastatic foci, the presence of anarchic
microcalcifications prior to the diagnosis of breast cancer, and bone pain prior to bone
metastasis. BCP with high expression of CD105 in spindle-shaped stromal cells, fibroblast-
like, had multiple metastatic foci within said tissue. Additionally, these BCP had anarchic
microcalcifications in the breast stroma prior to the diagnosis of breast cancer.
Furthermore, BCP with high CD105 expression experienced bone pain prior to the diagnosis
of bone metastases; and 3) the expression of CD105 in spindle-shaped stromal cells,
fibroblast-like, not associated with the vasculature, is an independent prognostic biomarker

for metastasis-free time, particularly bone metastasis.

On the other hand, through the prospective study, we found that the subpopulation
of CD105(+)/CD34(-) spindle-shaped stromal cells, compared to CD105(-)/CD34(-) cells, had:
1) higher expression of CD146, vascular cell adhesion protein 1 (CD106), platelet derived
growth factor receptor alpha (CD140a or PDGFRa), desmin, and the beta subunit of prolyl
4-hydroxylase enzyme (P4HP); 2) similar self-renewal/cloning capacity to give an equivalent
number of fibroblastic colony-forming units (CFU-F)/ 100 cultured cells, but the CFU-F of
CD105(+)/CD34(-) spindle-shaped stromal cells were larger, i.e., had a greater number of
cells, with a smaller area/cell as well; 3) higher cell proliferation rate, which coincided with
a higher percentage of cells in the cell duplication phase (S phase); 4) higher levels of
mitochondrial and total ROS; 5) higher gene expression of MCAM (CD146), runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), receptor activator of nuclear factor kappa-f ligand (RANKL),
VCAM (CD106), and tenascin C (TNC); 6) greater ability to induce the migration of MCF-7
human breast cancer cells and greater ability to induce the proliferation of MDA-MB231
human breast cancer cells; 7) greater ability to induce the expression of genes associated
with stemness and osteogenic differentiation, especially those that confer tumor cells
characteristics of stem cells with osteoblastic properties, in the MCF-7 and MDA-MB231
tumor cell lines. Therefore, all these results indicate that there are differential

characteristics between both subpopulations, and it is necessary and interesting to conduct
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future research to gain a deeper understanding of the molecular mechanisms by which they

influence the evolution of breast cancer.

Finally, from all the above, it emerges that the presence of CD105(+)/CD34(-) CAFs has a
significant impact on the prognosis of BCP. These CAFs can serve as biomarkers in the
clinical diagnosis, therapy, and prognosis of this type of cancer. Therefore, studying them
would allow us to timely identify patients at high risk of developing bone metastases, as

well as define diagnostic and therapeutic strategies in the early stages of the disease.
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RESUMEN

Actualmente se sabe que la evolucion del cancer de mama no sdlo depende de las
caracteristicas de las células tumorales mamarias, sino también de la composiciéon del
microambiente tumoral, el cual juega un papel fundamental en el crecimiento del tumor
primario y su progresién hacia una futura metdstasis. Dentro del microambiente tumoral
mamario, la mayoria de las células estromales son fibroblastos, y el 80% de los mismos estan
activados, denominandose fibroblastos asociados al cancer (CAFs). Los CAFs son células
estromales mesenquimales fusiformes, negativas para CD34, CD31 y citoqueratina, y
positivas para a-SMA, FSP, FAP, entre otros marcadores. Sin embargo, las caracteristicas
fenotipicas de los CAFs pueden modificarse dependiendo del subtipo de cdncer de mama.
En cuanto a su funcion, los CAFs dentro del microambiente tumoral mamario secretan
varios componentes de la matriz extracelular (MEC) (como colageno |y acido hialurdénico),
factores de crecimiento, citoquinas, proteasas y hormonas, todos ellos componentes que
promueven la iniciacidén, crecimiento, angiogénesis, invasidon y metdstasis del cadncer de
mama. Entre las cuatro poblaciones celulares mas importantes que dan origen a los CAFs
estan: las células madre mesenquimales (MSCs) de médula 6sea (MO), los fibroblastos del
microambiente estromal mamario (principal fuente), las células tumorales (por su
transicion epitelio-mesenquimal — EMT) vy las células endoteliales (por su
transdiferenciacién endotelio-mesenquimal). Las células tumorales liberan factores como
el factor de crecimiento transformador B (TGF-B), factor derivado de células estromales tipo
1 (SDF-1 o CXCL-12), interleuquina (IL) -6, entre otros, que favorecen el proceso de
diferenciacidon de las células anteriormente mencionadas, en particular las MSCs, a CAFs, y
su posterior activacion. Se observé que las MSCs de MO pueden migrar al tumor primario
de mama en los estadios tempranos de la enfermedad y favorecer el desarrollo tumoral

como constituyentes de su microambiente, ya sea como tales o diferenciadas a CAFs.

En relacién, el 90-95% de las MSCs de MO humana se caracterizan por presentar CD105
(endoglina), y el 50% de los CAFs expresan CD105 en el estroma tumoral de las pacientes
con cancer de mama (PCM). El antigeno CD105 es el co-receptor de TGF-B, siendo el TGF-B

el modulador de la respuesta, regulando la proliferaciéon, migracién, diferenciacién vy
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apoptosis celular. Ademas, se sabe que CD105 juega un rol importante tanto en el
mantenimiento de propiedades stemness como en el homing de las MSCs de MO hacia el
tumor primario mamario a través de la senal de TGF-B. Dentro del microambiente tumoral,
el TGF-f favorece la diferenciacién de las MSCs a CAFs, estimula la proliferacion y activacion
de los CAFs, asi como aumenta su actividad antitumoral al inducir la liberacion de MEC,
entre otros factores. En estudios anteriores encontramos: 1) que las células tumorales
presentes en los tumores primarios de PCM (mujeres con carcinoma ductal infiltrante,
estadio | y Il, libres de tratamiento) producen sustancias quimiotdcticas de MSCs de MO
como IL-6, SDF-1 y ligando 2 de quimioquina motivo C-C (CCL-2); y existe una asociacion
significativa entre la expresién de estos ligandos en las células tumorales y la expresion de
sus receptores IL-6R, CXCR-4 y CCR-2, respectivamente, presentes en las células estromales
intra-tumor de morfologia fusiforme, fibroblast-like, no asociada a la vasculatura; 2)
expresion de actina de musculo liso a (a-SMA), proteina de especifica de fibroblasto (FSP),
molécula de adhesion celular del melanoma (CD146) y CD105 en las células estromales
fusiformes no asociadas a la vasculatura, CD34(-), de las PCM ductal infiltrante temprano
(estadio clinico-patolégico | y I, n=56); 3) expresion diferencial de CD105 entre el tejido
tumoral mamario y el tejido no neoplasico, siendo dicha expresion nula dentro del tejido
no neoplasico; y 4) que la alta expresidon de CD105 en estas células estromales es un nuevo
marcador para la identificacion de PCM temprano (n=56) que presentan alto riesgo de
desarrollar metdstasis en menor tiempo y menor sobrevida global (0OS). Teniendo en cuenta
estos Ultimos antecedentes, en este trabajo de tesis doctoral nos parecid esencial continuar
estudiando, en una cohorte mas grande de PCM (n=350), si la expresién de CD105 en estas
células estromales fusiformes, no asociadas a la vasculatura CD34(-), constituye un
biomarcador prondstico independiente de ocurrencia de metastasis sitio especifico,
particularmente dseas. Mdas aun, nos interesd conocer las caracteristicas fenotipicas,
moleculares y funcionales de las células estromales CD105(+)/CD34(-) que puedan explicar,

en parte, su origen y rol en la evolucién tumoral.

En el presente trabajo encontramos que: 1) la expresion de CD105 en células estromales

fusiformes CD105(+), no asociadas con la vasculatura CD34(-), se asocio con la edad de la
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PCM vy el tamafo del tumor primario. El 42,22% de las pacientes menores de 50 afios
presentaban una alta expresion de CD105, mientras que el 28,85% de las pacientes de 50
afilos o mas tenian una alta expresion de CD105. Ademas, el 43,65% de las PCM con un
tamaiio de tumor >2 cm presentaban una alta expresiéon de CD105, mientras que el 25,89%
de las PCM con un tamafio de tumor <2 cm también tenian una alta expresion de este
marcador; 2) la expresion de CD105 se asocié con la ocurrencia de metastasis,
particularmente dseas. Ademas, la expresion de este marcador se asocio con el tamano del
foco metastdsico éseo, el nimero de focos metastasicos éseos, con la presencia de
microcalcificaciones anarquicas previas al diagndstico del cancer de mama y con el dolor
6seo previo a la metdstasis dsea. Las PCM que presentaron alta expresién de CD105 en
células estromales fusiformes, fibroblast-like, presentaron multiples focos metastasicos
dentro de dicho tejido. Ademas, estas PCM presentaron microcalcificaciones anarquicas en
el estroma mamario previo al diagndstico del cancer de mama. Mas aun, las PCM con
elevada expresion de CD105 experimentaron dolor éseo previo al diagndstico de las
metdstasis 6seas.; y 3) la expresion de CD105 en las células estromales fusiformes,
fibroblast-like, no asociadas a la vasculatura, es un biomarcador pronéstico independiente

del tiempo libre de metastasis (MFS), particularmente metastasis 6seas (BMFS).

Por otro lado, a través del estudio prospectivo encontramos que la subpoblacién de células
estromales fusiformes CD105(+)/CD34(-), respecto a las células CD105(-)/CD34(-), tenia: 1)
mayor expresion de CD146, proteina de adhesion de células vasculares 1 (CD106), receptor
a del factor de crecimiento derivado de plaquetas (CD140a o PDGFRa), desmina y
subunidad beta de la enzima prolil 4-hidroxilasa (P4HB); 2) semejante capacidad de auto-
renovacion/clonado para dar un nimero equivalente de unidades formadoras de colonias
fibroblasticas (CFU-F)/ 100 células cultivadas, pero las CFU-F de las células estromales
fusiformes CD105(+)/CD34(-) presentaron mayor tamafio, es decir, tenian mayor nimero
de células, con un area/célula menor; 3) mayor tasa de proliferacién celular, lo cual
coincidié con un mayor porcentaje de células en fase de duplicacion celular (fase S); 4)
mayores niveles de especies oxigendas reactivas (ROS) mitocondriales y totales; 5) mayor

expresion génica de MCAM (CD146), factor de transcripcion 2 de la Familia RUNX (RUNX2),
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ligando del receptor del factor nuclear kappa-Bf (RANKL), VCAM (CD106) y tenascina C
(TNC); 6) mayor capacidad para inducir la migracion de las células tumorales mamarias
humana MCF-7 y mayor capacidad para inducir la proliferacidon de las células tumorales
mamarias humana MDA-MB231; y 7) mayor capacidad para inducir la expresién de genes
asociados con la stemness y la diferenciacién osteogénica, especialmente aquellos que
confieren a las células tumorales caracteristicas de células madre con propiedades
osteoblasticas, en las lineas celulares tumorales MCF-7 y MDA-MB231. Por lo tanto, todos
estos resultados nos indican que existen caracteristicas diferenciales entre ambas
subpoblaciones, y es necesario e interesante realizar futuras investigaciones para conocer
en mayor profundidad los mecanismos moleculares por los cuales influyen en la evolucidn

del cancer de mama.

Finalmente, de todo lo expuesto, surge que la presencia de CAFs CD105(+)/CD34(-) tiene un
impacto significativo en el prondstico de las PCM. Estos CAFs pueden servir como
biomarcadores en el diagndstico clinico, terapia y prondstico de este tipo de cancer. Por lo
tanto, estudiarlos nos permitiria identificar de forma oportuna a las pacientes con alto
riesgo de desarrollar metdstasis dseas, asi como definir estrategias diagndsticas vy

terapéuticas en las etapas mas tempranas de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE

Fibroblastos asociados al cancer, CD105, cancer de mama, células madre mesenquimales/

estromales, metastasis dseas, evolucion tumoral.
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INTRODUCCION

Generalidades del cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad que tiene un impacto significativo en la salud
publica a nivel mundial, siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
entre las mujeres. Estadisticas recientes estiman que el cdncer de mama representa
aproximadamente el 25% de todos los casos de cancer diagnosticados en mujeres a nivel
global [1]. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente
2,3 millones de nuevos casos de cadncer de mama son diagnosticados cada afio en todo el
mundo [2]. Particularmente en Argentina, la incidencia de este tipo de cancer en 2020 fue
de 22.024 casos anuales, representando el 32,1% de todos los tumores malignos en mujeres
[3]. Estas cifras reflejan la magnitud del desafio que enfrenta la poblacion femenina en
relacion con esta enfermedad. Ademas de su alta incidencia, el cancer de mama se
caracteriza por su elevada tasa de mortalidad. A pesar de la existencia de tratamientos,
muchos de ellos no logran prevenir la aparicién de metdstasis, un evento que a menudo
resulta fatal para el paciente. Segln la OMS, alrededor de 685.000 mujeres mueren cada
ano en todo el mundo debido a esta enfermedad. En Argentina, la mortalidad por cancer
de mama en mujeres es del 15,8% [4]. Estas estadisticas subrayan la urgencia de abordar
de manera efectiva y global este problema de salud, implementando estrategias de
prevencion, deteccidn temprana, diagndstico y tratamiento mas efectivos y accesibles. El
cancer de mama se clasifica en varios subtipos moleculares segln caracteristicas especificas
de las células tumorales, Luminal A [receptor de estrogeno (RE) y/o progesterona (RP)
positivos, receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu) negativo y
bajo Ki-67], Luminal B (RE y/o RP positivos, HER2/neu negativo o positivo y alto Ki-67),
sobreexpresion de HER2/neu (RE y RP negativos y HER2/neu positivo) y triple negativo
(TNBC, RE, RP y HER2/neu negativos) que conducen a diferencias en los patrones de
respuesta a diversas modalidades de tratamiento y resultados clinicos [5-7]. La deteccién

precoz del tipo de cdncer de mama y el acceso a tratamientos adecuados son elementos
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cruciales para mejorar los resultados en las PCM. Sin embargo, a pesar de los avances en el
diagndstico temprano, entre el 20% y el 30% de las PCM en una etapa clinica temprana
sufren una recaida y fallecen como resultado de las complicaciones generadas por la
propagacion de las células tumorales mamarias desde el tumor primario hacia tejidos
distantes, proceso conocido como metastasis [8, 9]. Por lo tanto, surge un desafio
importante: la busqueda de nuevos blancos terapéuticos y biomarcadores que puedan
contribuir al desarrollo de medicamentos capaces de prevenir la progresion del cancer de
mama hacia la metastasis y, en ultima instancia, evitar la muerte del paciente. Es imperativo
continuar investigando en este campo para mejorar la eficacia de los tratamientos y la
calidad de vida de las personas afectadas por esta enfermedad. Es evidente que pesar de
los avances significativos en el tratamiento del cancer de mama, el manejo de esta

enfermedad sigue siendo un desafio considerable.

Importancia del microambiente estromal en la evolucion del cdncer de mama

Actualmente se sabe que el desarrollo del cancer de mama no depende exclusivamente
de las caracteristicas intrinsecas de las células epiteliales tumorales, sino también juega un
rol importante el microambiente tumoral [10-13]. Por lo tanto, es importante estudiar no
solo las caracteristicas de las células cancerosas, sino también los componentes del
microambiente tumoral para encontrar biomarcadores de la evolucion del tumor [14-24].
Dado el papel critico del microambiente tumoral en la iniciacidn, progresién y metastasis
del cancer de mama, los investigadores han estado interesados en identificar nuevos
marcadores prondsticos que puedan predecir los resultados de las pacientes y orientar las
decisiones de tratamiento [25, 26]. Varios estudios han demostrado que los marcadores
estromales, como la densidad de fibroblastos, la deposicién de coldgeno vy la infiltracién

linfocitica, pueden predecir los resultados de las pacientes con cancer de mama [27].

Existen varios estudios experimentales que revelan una interaccion dindmica entre las

células tumorales y las células estromales, asi como con otros componentes del
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microambiente tumoral, eventos cruciales que impulsan el crecimiento del tumor primario
y su eventual progresién hacia la metastasis [11, 12, 28-35]. En la Ultima década,
investigaciones han destacado como el microambiente estromal puede crear un ambiente
protector que permite a las células cancerosas evadir los tratamientos convencionales,
contribuyendo al fracaso terapéutico. El microambiente estromal es esencial para el
mantenimiento de los tejidos epiteliales. Cuando el epitelio cambia, el estroma
inevitablemente también cambia. Este es el caso durante el desarrollo del cancer, cambios
sutiles en un compartimento pueden tener efectos significativos en todo el sistema [36].
Por ejemplo, alteraciones genéticas que originan células tumorales mamarias durante la
iniciacién del tumor pueden influir en el ambiente estromal, creando un microambiente
propicio para el crecimiento tumoral [37]. Durante las etapas tempranas del desarrollo del
tumor, la membrana basal puede comenzar a degradarse evolucionando a un tumor
invasivo y el estroma activado, que incluye fibroblastos, infiltrados inflamatorios y capilares
recién formados, entra en contacto directo con las células tumorales (Figura 1). Liotta et al.
describieron este fendmeno como la creacidn de un “campo de invasiéon hetero-tipico”, del
cual emergen y se diseminan las células metastasicas [38]. Ademads, estudios en animales
han demostrado que tanto el estroma lesionado como el estroma activado proporcionan
sefiales oncogénicas que facilitan la tumorigénesis [39, 40]. En conjunto, estos hallazgos
resaltan la importancia de los componentes del microambiente tumoral en la evolucion del
cancer de mama y subrayan la necesidad de investigaciones que aborden esta compleja

interaccion para mejorar las estrategias terapéuticas y la comprensién de la enfermedad.

El microambiente tumoral del cdncer de mama esta compuesto por varios tipos de
células, incluidos fibroblastos, células endoteliales, células inmunes, MSCs, pericitos,
adipocitos, células madre hematopoyéticas y progenitores, asi como factores solubles y
MEC, tales como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas
(MMPs), acido hialurdnico, laminina, fibronectina y colageno tipo |, entre otros [41] (Figura
1). Sin embargo, en los tumores sélidos como el cancer de mama, los fibroblastos son las

células estromales mas predominantes [42], y aproximadamente el 80% de ellos se
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encuentran activados, conocidos como CAFs [43]. Por lo tanto, los CAFs han emergido como

mediadores cruciales de las interacciones entre el tumor de mama y el estroma [41-47].
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Figura 1 Representacion grdfica de la composicion tipica del estroma tumoral mamario en
compaiia de las células tumorales mamarias. Descripcion grdfica de los principales cambios en el
microambiente tumoral mamario. CAFs: fibroblastos asociados al cdncer, MSCs: células madre
mesenquimales/estromales, MEC: componentes de la matriz extracelular, MO: médula ésea, MDSC:
células mieloides supresoras, Treg: linfocitos T regulatorios, TGF-8: factor de crecimiento
transformante beta, SDF-1: factor derivado del estroma-1, CCL-: quimioquina ligando motivo C-C,
ROS: especies oxigenadas reactivas, IL-: interleuquina, RANKL: ligando del receptor activador del
factor nuclear kappa-8, PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, VEGF: factor de
crecimiento endotelial vascular, M-CSF: factor estimulante de colonias de macrofagos.
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Si bien el papel de los fibroblastos en la evolucién del tumor de mama sigue siendo objeto
de estudio, hay cada vez mas evidencia de que los CAFs son importantes promotores del
crecimiento y la progresion del tumor [42]. Actualmente, se sabe que los CAFs contribuyen
a la iniciacién, proliferacién, invasidon y posterior metdstasis del tumor a través de la
produccién de citoquinas, factores de crecimiento, quimioquinas y enzimas degradadoras
de la matriz, como las MMPs [42, 45, 46]. Ademas, los CAFs inducen mecanismos de
reparacion disfuncionales, aumentando la produccién de una MEC fibrosa que contiene una
gran cantidad de fibras de coldgeno e inhibiendo la accién de las MMPs [46] (Figura 1). Estos
MEC suprimen la polaridad de las células epiteliales y estimulan su proliferacién,
modificaciones que permiten la formacién y el desarrollo del tumor. En particular, en el
tumor de mama, el proceso de expansién del estroma tumoral caracterizado por la
activacion y proliferacion de los fibroblastos y la consiguiente produccion de MEC se conoce
como una reaccion desmoplasica [48]. Siendo este proceso una caracteristica integral y
necesaria para la invasion tumoral [49]. Estudios recientes han destacado la capacidad de
los CAFs para inducir la resistencia a la terapia [50-52], lo que subraya aun mas su
importancia en la evolucién del cancer de mama y la necesidad de investigar estrategias
terapéuticas dirigidas especificamente a este componente del microambiente tumoral. En
este sentido, comprender el papel y la regulacién de los CAFs en la evoluciéon tumoral
mamaria es crucial para el desarrollo de enfoques terapéuticos mas efectivos vy

personalizados para las pacientes afectadas por esta enfermedad.

Caracterizacion de los fibroblastos asociados al tumor en cdncer de mama

Los CAFs tienen una morfologia similar a un fibroblasto. Son células con una morfologia
fusiforme, con proyecciones citoplasmaticas alargadas [53]. Sin embargo, tienen algunas
caracteristicas distintivas y un tamano diferente al fibroblasto normal. Su nucleo es delgado,

pero ligeramente mas grueso que el de los fibroblastos no activados, y presentan un mayor
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tamaio tanto en su eje longitudinal como horizontal [54, 55]. Ademas, presentan un
citoplasma abundante con reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi complejo,
abundancia de ribosomas libres y microfilamentos en la periferia [54]. Asimismo, la
activacidn de los fibroblastos y la consiguiente formacion de CAFs implican un cambio en la
expresion de marcadores. Los CAFs pueden distinguirse de los fibroblastos normales de
mama por la expresioén diferencial de a-SMA, FAP, FSP y PDGFRs [44—-46]. Mientras que los
CAFs son negativos para los marcadores CD34, CD31 y citoqueratinas, un alto porcentaje de
ellos ademas de ser positivos para a-SMA, FSP, FAP, PDGFR-a/B, lo son para desmina, TNC,

P4HB, y tienen baja expresion de calveolina-1 (CAV1), entre otras proteinas [54, 56, 57].

Sin embargo, estas son caracteristicas fenotipicas mas tipicas, pero pueden variar dado que
existen una amplia heterogeneidad las poblaciones de CAFs mamarios. Al respecto, en un
estudio reciente se caracterizé dicha la heterogeneidad en un modelo de alotrasplante de
cancer de mama TNBC en ratones [58]. Utilizando secuenciacion de RNA de célula Unica
(scRNA-seq), los autores identificaron tres subpoblaciones importantes de CAFs: 1) CAFs
miofibroblasticos (myoCAFs), enriquecidos con a-SMA vy otras proteinas contractiles como
TNC, transgelina y cadena ligera de miosina 9; 2) CAFs “inflamatorios” (iCAFs), con una
expresion elevada de citoquinas inflamatorias como IL-6, IL-33, FSP, SDF-1y CCL-7; y 3) CAFs
gue expresan proteinas del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il. Las dos
ultimas subpoblaciones de fibroblastos se encontraron en mayor nimero en el estroma
mamario normal, mientras que el nimero de myoCAFs fue extremadamente bajo. Esta
ultima observacidn sugiere que los myoCAFs surgen durante la tumorigénesis [58]. Ademas,
estos myoCAFs tienen varios factores de crecimiento aumentados, incluyendo TGF-B1/TGF-
B2, factor de crecimiento del tejido conectivo, factor de crecimiento placentario, factor de
crecimiento endotelial vascular a (VEGF-a) y Wnt-a [58]. En otros estudios reportados,
mediante la realizacién de microarrays en muestras de tejido tumoral mamario humano, se
encontraron diferentes subtipos funcionales de CAFs basados en el antigeno de membrana
gue expresan, por ejemplo: FAP(+), que estan activados o reactivados, y estan asociados
con la modulacion de los MEC, invasién tumoral y funcién inmunomoduladora; FSP(+), que

estan asociados con colonizacion metastasica, infiltracion de macréfagos y proteccion
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contra carcinégenos; y PDGFR-a(+), que tienen una interrelacion con la sefializacion
paracrina que media el crecimiento tumoral y la angiogénesis, asi como el reclutamiento de
macrofagos [59, 60]. Ademas, Costa et al. [61], mediante una estrategia de clasificacién,
distinguieron cuatro subpoblaciones diferentes de CAFs en el cancer de mama humano,
segun los niveles de expresion de CD29, FAP, a-SMA, PDGFR-, FSP y CAV1. Estos autores
encontraron una asociacion significativa entre las subpoblaciones de CAFs y los subtipos de
cancer de mama. Las subpoblaciones se definieron como CAF-S1: CD29 Media FAp Alta FSp
Baja—AIta’ a-SMA Alta’ PDGFR-B Media—AItay CAV1 Bai2; CAF-S2: CD29 Baja AP Negativa Fgp Negativa-Baja
0-SMA Negatva ppG FR-B Negativa y CAV1 Negativa, CAF-S3: CD29 Media FAP Negativa FGp Media-AIta’ a-
SIMA Negativa-Baja pDGFR-B Media y CAV/1 Negativa-Baia y CAF-S4: CD29 Alt2) FAP Negativa FSp Baja-Media
a-SMA A2 PDGFR- Baja-Media y A\ Negativa-Baja | 5 poblacién CAF-S1 fue predominante en el
TNBC, mientras que la poblacién CAF-S4 fue predominante en los canceres de mama con
sobreexpresion de HER2/neu. Estas diferencias fenotipicas entre las cuatro subpoblaciones
reflejaron diferentes funcionalidades, en particular aquellas relacionadas con la
inmunosupresion. Particularmente, en las muestras de TNBC encontraron que la
subpoblacion CAF-S1 juega un papel fundamental en la inmunosupresién, a diferencia de
CAF-S4 que exhibe una baja sefial inmunoreguladora. CAF-S1 favorece la atraccion de
linfocitos T, aumenta la supervivencia de los linfocitos T CD4(+)/CD25(+) y promueve su
diferenciacion en células reguladoras CD25(+)/FOXP3(+), que finalmente inhiben a los
linfocitos T. En particular, los CAF-S1 expresan genes que pertenecen a diferentes procesos
bioldgicos, incluida la sefializaciéon de quimioquinas (CCL-11, SDF-1, CXCL-13 y CXCL-14), la
adhesion celular (JAM2) o funciones inmunorreguladoras (TNFSF4/0X40L, PDCD1LG2/PD-
L2, DPP4, NT5E/CD73 y CD276/B7H3) [61]. Sin embargo, no encontraron que las
subpoblaciones de CAFs fueran indicativas de la supervivencia de las pacientes con cancer

de mama por si mismas.

Todos estos estudios sefialan la ausencia de un perfil de marcadores especificos que
identifique a todos los CAFs presentes en cada tipo de cancer de mama [57, 62]. Se sabe
que las caracteristicas fenotipicas de los CAFs pueden variar segun el subtipo de cancer [60],

pero la clasificacion precisa de las diversas subpoblaciones de CAFs en las diferentes etapas
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de la progresidn del tumor de mama sigue siendo objeto de investigacién [57, 62]. De
hecho, la falta de marcadores especificos constituye una limitacion al estudiar los
fibroblastos in vivo [42]. Por lo tanto, la heterogeneidad fenotipica de los CAFs puede ser
un reflejo de la plasticidad celular de estas células y su capacidad para adaptarse a diversos
microambientes tumorales. Estas variaciones pueden tener implicaciones significativas en

la respuesta al tratamiento y la progresidon del cancer de mama.

Rol del fibroblasto asociado al tumor en la evolucion del cancer de mama

El papel de los CAFs en la progresién del cancer de mama incluye una amplia gama de
funciones que abarcan desde la remodelacidn de los MEC, la secrecidn de factores solubles,
la regulacion de la motilidad y caracteristicas stemness de la célula tumoral, hasta la
remodelacién del metabolismo tumoral y el acondicionamiento de un nicho pre-
metastdsico. Este papel es dual, pudiendo inhibir o promover el crecimiento maligno.
Posiblemente actian como represores al principio de la progresién del tumor de mama,
facilitando la formacidn de uniones “GAP” entre los CAFs y las células tumorales,
estableciendo asi una inhibicidn por contacto entre las células tumorales [63]. En etapas
mas avanzadas, un mayor numero de fibroblastos se activan y se reclutan nuevos
fibroblastos que se diferenciardn en CAFs a través de la accién de factores solubles
secretados por el tumor [63]. En este contexto, la citoquina TGF-B juega un papel
fundamental. Es una citoquina multifuncional, liberada por CAFs y células tumorales, y
actia como un potente impulsor de la progresion del cdncer de mama. Durante las primeras
etapas del desarrollo del tumor este factor podria actuar como un potente estimulador de
la conversion de fibroblastos normales en CAFs [64-67]. A medida que avanza el tumor,
esta citoquina ejerce un efecto en la mediacién de la EMT, la induccién de la angiogénesis

y la inmunosupresién [66—69].

Los CAFs contribuyen a la progresion del tumor de mama mediante la secrecidn de factores

de crecimiento como factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
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fibrobldstico (FGF)-B, PDGF, VEGF-a, factor de crecimiento similares a insulina de tipo | (IGF-
1), factor de crecimiento hepatico (HGF), factor de necrosis tumoral (TNF), SDF-1 y factor
de crecimiento del tejido conectivo, asi como un conjunto de citoquinas y quimioquinas que
incluyen IL-4, IL-6, IL-17A, CXCL-14, CXCL-16 y CCL-5 [44, 45, 70-77]. Estos factores
estimulan la proliferacién e inhiben la apoptosis de las células tumorales de mama, asi como
de las células endoteliales vasculares y linfaticas. De esta manera, el crecimiento del tumor
ocurre simultdneamente con el desarrollo de nuevos vasos sanguineos y linfaticos. Ademas,
las proteinas de la matriz extracelular, como la TNC y la periostina, son expresadas por los
CAFs y tienen efectos significativos en la proliferacion, migracién y metdstasis de las células
tumorales de mama [78]. En relacion, Huang et al. demostraron in vitro que la TNC afecta
la proliferacién, migracidon y metastasis de la linea celular TNBC humano MDA-MB435 [79].
Un estudio reciente también mostré que el nivel de hipoxia induce la reprogramacion
epigenética de los fibroblastos mamarios humanos normales, resultando en un
transcriptoma pro-glucolitico [80]. Los CAFs mamarios humanos tienen un metabolismo
activado con una actividad glucolitica aumentada, que se estabiliza mediante cambios
epigenéticos en genes clave, como HIF-1a. Este cambio metabdlico de los CAFs permite la
nutricion de las células tumorales de mama y, consecuentemente, promueve el crecimiento
del tumor [80]. En resumen, todos estos estudios sugieren que los CAFs mamarios son una
fuente establecida de factores de crecimiento y citoquinas conocidas por tener roles criticos

en la progresion del tumor de mama.

Los CAFs podrian facilitar la invasidon de las células tumorales de mama de varias
maneras. En primer lugar, como mencionamos anteriormente, los CAFs estimulan el
crecimiento, la supervivencia y la invasion de las células tumorales, asi como estimulan la
angiogénesis mediante la liberacién de factores de crecimiento como TGF-B, HGF, PDGF,
IGF-2, VEGF, colageno, fibronectina, MMPs, citoquinas y exosomas, entre otros [81-88].
Ciertas interleuquinas, como la IL-6, liberadas por los CAFs en el microambiente tumoral
mamario, promueven la transicién de un fenotipo pre-invasivo a un fenotipo invasivo [86,
89]. Ademas, la sefializacion de IL-6 entre las células de carcinoma ductal in situ y los CAFs

mamarios humanos media el crecimiento y la migracidn de las células tumorales de mama
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[86, 90]. Por ende, los CAFs contribuyen a la formacidon del nicho metastdsico, permitiendo

la supervivencia y extravasacion de las células tumorales de mama [91].

En un trabajo reciente, encontramos que las células estromales intratumorales con
morfologia fusiforme que no estan asociadas con la vasculatura producen moléculas como
el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL),
RANKL y CCL-2, que modifican la supervivencia, proliferacidén, migracién y la adquisicion de
un fenotipo mesenquimal de las células tumorales de los tumores primarios de PCM, ductal
infiltrante, en estadios tempranos. También, observamos que hay una asociacién
significativa entre la expresién de estos ligandos en estas células estromales y la expresién
de TRAIL-R1, TRAIL-R4, RANK y CCR-2 en las células tumorales de mama, respectivamente
[92, 93]. En resumen, estos hallazgos, junto con los descubrimientos realizados por otros
investigadores, sugieren que estas células estromales, a través de las acciones
especialmente de RANKL y CCL-2, tienen el potencial de influir en la proliferacion,
supervivencia, invasion, migracion e intravasacién de células tumorales mamarias durante

las primeras etapas de este tipo de cancer [94-98].

A través de la liberacién de MMPs, los CAFs crean vias que permiten que las células
tumorales de mama se propaguen a otros tejidos [99-103]. SDF-1 y TGF-B producidos por
los CAFs favorecen la EMT [103]. Ademas, Orimo et al. demostraron en un modelo de
xenoinjerto tumoral humano que SDF-1 liberado por los CAFs aumenta la proliferacion de
las células de cancer de mama y la angiogénesis [73]. Mientras las células tumorales de
mama estan en circulacion, los CAFs humanos podrian acompafiarlas proporcionando
sefiales de supervivencia y una ventaja de crecimiento temprano en el sitio pre-metastasico
[104]. Es bien sabido que un nicho pre-metastdasico puede formarse por los factores solubles
secretados y las vesiculas extracelulares liberadas por las células de cancer de mama
primario antes de su llegada al tejido diana [105—-108]. Una vez en los 6rganos diana, los
CAFs mamarios activados también son importantes para el desarrollo del nicho pre-maligno
[91, 109]. En referencia a esto, un estudio interesante utilizando un modelo murino
ortotdpico de cdncer de mama mostré que los CAFs también promueven la colonizacién de

células metastdsicas mediante la regulacién de la rigidez de la matriz extracelular a través
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del entrecruzamiento de colageno dependiente de LOX [110]. En relacidon, Malanchi et al.

encontraron que los CAFs podrian contribuir al nicho pre-metastasico a través de la

produccién de periostina en un modelo murino de cancer de mama [111]. Esta molécula

aumenta la sefializacién de Wnt en las células de cancer de mama infiltrante para promover

el mantenimiento de sus propiedades de células madre. De todo lo expuesto surge que los

CAFs desempefian un papel fundamental en el desarrollo del nicho pre-metastasico

favoreciendo la evoluciéon de la cascada metastasica. Un resumen de las funciones de los

CAFs dentro del microambiente tumoral mamario se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Las funciones principales de los fibroblastos asociados al cancer que modulan el desarrollo y la
metdstasis del cancer de mama. TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF, RANKL: Ligando del
receptor activador del factor nuclear k8, RANK: Receptor activador del factor nuclear k8, SDF-1: Factor derivado
de células estromales 1, CXCR4: Receptor de quimioquina C-X-C tipo 4, CCL-: Ligando de quimioquina CC, CCR-:
Receptor de quimioquina CC, TGF-8: Factor de crecimiento transformante beta, FAP: Proteina activadora de
fibroblastos, IL-: Interleuquina, MMPs: Metaloproteinasas de matriz, LOX: Lisil oxidasa, TIMP: Inhibidor tisular
de metaloproteinasas, HIF-1a: Factor inducible por hipoxia 1-alfa, PDGF: Factor de crecimiento derivado de
plaquetas, STC-1: Estaniocalcina-1, M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrdfagos, IGF-1: Factor de
crecimiento similar a la insulina 1, ROS: Especies oxigenadas reactivas, VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular. Figura modificada del trabajo Cancer-Associated Fibroblasts in the Breast Tumor Microenvironment,
2021, Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 10.1007/s10911-020-09475-y.
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Diferentes origenes de los fibroblastos asociados al cancer

En la actualidad, el origen de los CAFs en el cdncer de mama sigue siendo objeto de
estudio y no se comprende completamente. La heterogeneidad de los CAFs en términos de
caracteristicas y marcadores moleculares podria atribuirse a sus diversos origenes celulares.
Se ha planteado la posibilidad de que estas células se originen a partir de diferentes fuentes,
como los fibroblastos del tejido mamario (principal fuente), las células epiteliales del tumor
de mama (debido a su EMT), las células endoteliales (debido a su transdiferenciacion
endotelial-mesenquimal), los pericitos, las MSCs de la MO, y las de la misma mama, y del
tejido adiposo (Figura 3) [19, 62, 112-118]. Ademds, existe un estudio que sugiere que las
células madre tumorales (CSC) podrian ser una nueva fuente de CAFs en el nicho de células

madre del tumor de mama [119].
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Figura 3. Posibles origenes de los fibroblastos asociados al cdncer. Las fuentes de fibroblastos
asociados al cdancer (CAFs) incluyen los fibroblastos del tejido mamario, que es la principal fuente,
las células tumorales mamarias, las células madre tumorales (CSC), las células endoteliales, las
células madre mesenquimales de médula ésea (MSCs de MO), las células madre del tejido adiposo y
los pericitos. Figura modificada del trabajo Cancer-Associated Fibroblasts in the Breast Tumor
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Microenvironment, 2021, Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 10.1007/s10911-020-
09475-y.

Diferentes origenes de los fibroblastos asociados al cdncer: rol de las células madre
mesenquimales de la médula ésea

Varios estudios han demostrado que diversas quimioquinas, tales como IL-6, CCL-2, CCL-
5, SDF-1y CXCL16, presentes en el microambiente tumoral de mama favorecen la atraccién
de las MSCs de MO [120-123]. Incluso el estado de hipoxia en el tumor, que estimula la
secrecién de IL-6 por las células tumorales, amplifica este fendmeno [120-123]. Asimismo,
la rigidez de los MEC también podria contribuir al reclutamiento de las MSCs al
microambiente tumoral. Las MSCs derivadas de la MO que son reclutadas por el tumor
primario, influyen en el potencial metastasico de las células tumorales mamarias ya sea
como tal o diferencidandose a CAFs (Figura 3) [124, 125]. Estas células estromales secretan
una gran cantidad de citoquinas y factores de crecimiento que promueven el crecimiento
tumoral, la inmunosupresion y la angiogénesis, incluyendo IL-6, IL-8, inhibidor tisular de

MMP-2, CCL-2, SDF-1, FGF, VEGF, entre otros [41, 126].

Por otro lado, se ha evidenciado que las citoquinas secretadas por las células tumorales
mamarias tienen un papel significativo en la transformacién de MSCs a CAFs, incluyendo el
EGF, SDF-1, PDGF, VEGF, FGF-B, IL-6, ROS, TGF-B1, entre otros [54, 56, 127]. En un estudio
anterior de nuestro laboratorio, se observd que las células epiteliales presentes en los
tumores primarios de PCM, de tipo ductal infiltrante temprano, producen sustancias
guimiotdcticas para las MSCs de la MO, como IL-6, SDF-1 y CCL-2. En estas PCM se encontrd
una asociacion significativa entre la expresion de estos ligandos en las células tumorales de
mama y la expresion de IL-6R, CXCR-4 y CCR-2, presentes en las células fusiformes
estromales intratumorales que no estan asociadas a la vasculatura, como las MSCs o los

CAFs [92].

Las MSCs adquieren progresivamente la capacidad de promover el crecimiento del

tumor de mama y se convierten en MSCs asociadas al tumor, algunas de las cuales
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eventualmente pierden su capacidad de auto-renovacidén y expresan altos niveles de a-
SMA, vimentina y FSP, marcadores tipicos de los CAFs [122]. Interesantemente, Weber et
al. [115], a través de ensayos in vitro e in vivo con células de cancer de mama humano,
sugirieron que la osteopontina liberada por las mismas induce la transformacién de MSCs a
CAFs induciendo a su vez la produccién de TGF-B en los CAFs. Este origen mesenquimal, fue
demostrado por Raz et al. Este grupo a través de trasplantes de MO de ratones donantes,
que expresaban la proteina fluorescente verde (GFP) de forma ubicua (B-actina-GFP),
observaron que mientras se encontraban células GFP+ tanto en tejidos mamarios normales
como tumorales (posiblemente debido a la infiltracion de células inmunes derivadas de la
MO), detectaron CAFs derivados de la MO (GFP*, a-SMA*) en los tumores de mamay no en
el tejido mamario normal. A través de este experimento de trazado de linaje, este grupo
demostré que las MSCs de MO (PDGFR-a, CD457, CD34°) son reclutadas en los tumores de
mama primarios y se diferencian en CAFs (a-SMA+, PDGFR-a7, CD45°, CD34") [125].

Reforzando la idea de que los CAFs mamarios pueden derivar de las MSCs de MO,
Paunescu y colaboradores [128] identificaron que los CAFs aislados de tumores primarios
de carcinoma ductal infiltrante de mama presentan caracteristicas fenotipicas similares a
las MSCs de MO de donantes sanos, tales como CD106*, CD73*, CD90*, asi como CD14,
CD34, CDA45, entre otros. Sin embargo, exhiben una mayor capacidad de liberar factores
de crecimiento, asi como factores inmunosupresores y pro-angiogénicos, en comparacion
con las MSCs normales de la MO. Asimismo, otros estudios han demostrado que las MSCs
de la MO humana, expuestas a un medio condicionado (MCo) de la linea celular de cancer
de mama humana MDA-MB-231 durante un largo periodo de tiempo, adquieren un
fenotipo de CAFs con una alta expresion de a-SMA, vimentina, FSP y SDF-1 [129]. Todos
estos estudios refuerzan la idea de que una fuente importante de CAFs son las MSCs de MO
(Figura 4). Finalmente, es oportuno mencionar que estos CAFs CD106*, CD90* y CD73*
también podrian derivar de MSCs residentes en la propia mama. Dado que la proporcién de
estas células no esta completamente establecida y se considera que es minima, en nuestro
trabajo partimos del supuesto de que la mayor contribucién proviene de las MSCs de la MO

[130-133]. Al respecto, un estudio demuestra que la mayoria de los CAFs que expresan FSP
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y FAP se originaron en la médula ésea, mientras que la mayor parte del estroma vascular y

perivascular fue reclutado de tejidos vecinos, principalmente del tejido adiposo [133].

Carcinoma ductal infiltrante

/“

- \ Promocion tumoral, ya
; seacomotal, o
. diferenciandose a CAF

TGF-B8
SDF-1
CXCL-16
Hipoxia

©)

o/
Migracién de las MSCs de
MO al tumor primario

Médula 6sea

Figura 4. Representacion de la migracién de las células madre/estromales mesenquimales de
médula ésea al sitio del tumor de mama primario. MSCs: células madre mesenquimales; CAFs:
fibroblastos asociados al cancer, MO: medula ésea.TGF-8: factor de crecimiento transformante beta,
SDF-1: factor derivado de células estromales tipo 1, CXCL-16: quimioquina con motivo C-X-C 16.
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Fibroblastos asociados al cancer CD105(+) y su relacion con la evolucion tumoral,

particularmente con la ocurrencia de metdstasis dseas

Ahora bien, se sabe que el 90-95% de las MSCs de la MO ademas de presentar CD90 y
CD73 se caracterizan por presentar CD105. Interesantemente, el 50% de los CAFs expresan
CD105 en el estroma tumoral de PCM [134]. El antigeno CD105 juega un papel crucial como
co-receptor para el factor de crecimiento TGF- B, que es fundamental en la regulacién de la
proliferacién celular, la migracién, la diferenciacion y la apoptosis [135]. CD105 también
desempeifia un papel importante en el mantenimiento de las propiedades de
multipotencialidad y en la migraciéon de las MSCs de MO al tumor primario de mama,
mediado por la sefializacion del TGF-B [135]. Dentro del microambiente tumoral, el TGF-
promueve la diferenciacidon de las MSCs en CAFs, estimula su proliferacion y activacion, y
mejora su actividad pro-tumoral al inducir la liberacién de MEC vy otros factores [136]. Por
lo tanto, la identificacién de CAFs que presenten el marcador CD105 en el microambiente
tumoral mamario, también refleja el posible origen MSCs de MO de estas células,

resaltando la complejidad de las interacciones celulares en este contexto.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, observamos que las células estromales
fusiformes CD34 (-), no asociadas con la vasculatura, de PCM ductal infiltrante, en estadios
temprano, expresaban CD105. Esta expresién fue diferencial entre tejido normal y
neopldsico, no encontrdndose expresiéon en el tejido normal [137]. Ademads, nuestra
investigacion reveld una correlacion significativa entre la alta expresién de CD105 vy el
desarrollo de metastasis en PCM ductal infiltrante , en estadios tempranos (n = 56) [137].
Las pacientes con alta expresién de CD105 experimentaron un tiempo libre de metdstasis
(MFS, de sus siglas en inglés) y sobrevida global (OS, de sus siglas en inglés) mas corto [137].
Dada la implicancia del marcador CD105 en la sobrevida de la PCM y teniendo en cuenta
gue es un marcador de MSCs de MO, resulta interesante estudiar si puede tener algun tipo
de implicancia en el desarrollo de metastasis sitio especifico, particularmente metastasis
Oseas, lugar de donde hipotéticamente podrian provenir. Estos CAFs podrian derivar de

MSCs que migraron desde la MO al tumor y se diferenciaron en CAFs en la mama. Por lo
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tanto, la comprensidn de los mecanismos que regulan la diferenciacion de las MSCs en CAFs,
asi como su papel en la progresion tumoral hacia las metastasis dseas podria abrir nuevas

vias terapéuticas para el tratamiento del cdncer de mama.

Se sabe que los sitios mas comunes a los que las células tumorales de mama tienden a
metastatizar son el hueso, el higado, los pulmones y el cerebro, siendo el primer sitio el mas
frecuente (aproximadamente un 70%) [138, 139]. El desarrollo de metastasis dseas es un
proceso complejo e ineficiente que involucra varios pasos. Primero, ocurren cambios en el
tumor primario, como la angiogénesis y la EMT, que permiten a las células cancerosas
migrar e invadir el tejido circundante. Mediante la EMT, las células epiteliales del tumor
adquieren un fenotipo mesenquimal, lo que aumenta su potencial metastasico [140].
Luego, las células tumorales entran en la circulacién a través de los vasos sanguineos o
linfaticos. Una vez en el sistema circulatorio, las células tumorales diseminadas (DTCs)
activan las plaquetas para protegerse de la velocidad del flujo sanguineo y evitar ser
eliminadas por el sistema inmunitario, facilitando su interaccion con las células endoteliales
[141, 142]. Los monocitos también juegan un papel clave en la supervivencia de las células
tumorales en la circulacién mediante contacto directo [143]. El Ultimo paso es la
extravasacion de las DTCs hacia la MO/hueso, donde algunas pueden sobrevivir en un
estado de quiescencia. Este estado puede durar afios y, eventualmente, las células pueden
reactivarse y formar micro y/o macrometastasis [144]. Como resultado de todo lo
mencionado anteriormente, se infiere que los CAFs juegan un papel importante como
biomarcadores en el diagndstico clinico, la terapia y el prondstico de este tipo de cancer

[34, 116, 145].

Por lo tanto, considerando que la identificacion de biomarcadores que permitan una
evaluacion precisa del comportamiento tumoral y la progresiéon de la enfermedad es
fundamental, y basandonos en los antecedentes previamente mencionados de nuestro

laboratorio:
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1. Las células tumorales presentes en los tumores primarios de carcinoma ductal
infiltrante en etapas tempranas, libres de tratamiento, producen sustancias
guimiotdcticas de MSCs de la MO, como IL-6, SDF-1 y CCL-2. Existe una
asociacién significativa entre la expresion de estos ligandos en las células
tumorales y la expresidn de sus receptores correspondientes (IL-6R, CXCR-4 y
CCR-2) en las células estromales fusiformes intra-tumorales, no asociadas a la
vasculatura.

2. Se ha observado la expresion de marcadores como a-SMA, FSP, CD146 y CD105
en las células estromales fusiformes CD34(-), presentes en los tumores primarios
de carcinoma ductal infiltrante en etapas tempranas.

3. Las células estromales fusiformes CD34(-) de los tumores primarios de
carcinoma ductal infiltrante muestran una expresion de CD105, a diferencia de
los tejidos mamarios no malignos, que no expresan este marcador. Mds aun, las
PCM con alta expresidn de CD105 en estas células estromales experimentaron

ocurrencia de metastasis en un menor tiempo y menor sobrevida.

Surge que el estudio de los CAF CD105(+)/CD34(-) en el microambiente tumoral
mamario constituye un area de investigacion de gran interés, debido a su potencial
implicancia en la progresidon de esta enfermedad. Ademas, resulta crucial entender su
posible origen, asi como sus caracteristicas fenotipicas y funcionales, especialmente en
relacion con sus roles pro-tumorales. Estos estudios pueden servir como base para el
desarrollo de nuevos blancos terapéuticos, ofreciendo asi nuevas estrategias para el

seguimiento y tratamiento de los carcinomas ductales infiltrantes tempranos.
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HIPOTESIS GENERAL DEL TRABAIO

La expresion de CD105(+) en las células estromales fusiformes CD34(-), no asociadas
a la vasculatura, de tumores primarios de las PCM de tipo ductal infiltrante temprano
constituye un biomarcador prondstico de la ocurrencia de metastasis sitio especifico
(viscerales y/u éseas), asi como de sus respectivos tiempos, en estas pacientes. Ademas,
constituye un nuevo marcador pronéstico independiente del tiempo hasta la aparicion de
metastasis viscerales y/u dseas en estas pacientes. Mds aun, las células estromales
CD105(+)/CD34(-) de los tumores primarios de las PCM temprano presentan caracteristicas

fenotipicas, moleculares y funcionales que favorecen su comportamiento pro-tumoral.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar si la expresidon de CD105 en las células estromales intratumor de morfologia
fusiforme, no asociada a la vasculatura, y CD34 (-) de tumores de mama primarios,
constituye un biomarcador prondstico independiente de evolucion metastasica sitio
especifico en PCM de tipo ductal infiltrante que presentan estadios clinico-patoldgicos
tempranos (1 y Il). Ademas, evaluar si estas células estromales CD105 (+)/CD34 (-) presentan
diferentes caracteristicas fenotipicas, moleculares y funcionales respecto a las células
CD105 (-)/CD34 (-), las cuales puedan explicar, en parte, su origen y rol en la evolucién

tumoral.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para facilitar su entendimiento dividiremos el trabajo en dos partes.

Parte A: a nivel de cortes del taco en parafina de tumores primarios de PCM. Estudio

retrospectivo.

e Objetivo A: Estudiar la relevancia prondstica de la expresiéon de CD105 en las células

estromales fusiformes CD34(-), no asociadas a la vasculatura.

Parte B: a nivel de células estromales aisladas de tumores primarios de las PCM, obtenidos

en el momento de la cirugia. Estudio prospectivo.

e Objetivo B: Estudiar si las células estromales CD105(+)/CD34(-) presentan diferentes
caracteristicas fenotipicas, moleculares y funcionales, en particular pro-tumorales,

respecto a las células CD105(-)/CD34(-).
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MATERIALES Y METODOS
PARTE A

Seleccién de muestras

Realizamos un estudio retrospectivo que incluydé a 350 pacientes, mujeres (muestras
consecutivas) que recibieron tratamiento quirdrgico por cdncer de mama en el Hospital
Italiano de Buenos Aires, Argentina. Los criterios de inclusiéon fueron mujeres que contaban
con un diagndstico histolégico confirmado de carcinoma ductal infiltrante de mama en
etapa temprana (estadio clinico-patoldgico I/11), segun el sistema de clasificacion TNM de la
Uniodn Internacional Contra el Cancer [146], y que se garantizara un periodo de seguimiento
minimo de 10 anos después del procedimiento quirdrgico. Los criterios de exclusién
comprendieron terapias neoadyuvantes, falta de muestras de tejido y/o desarrollo previo
de otro tumor primario del mismo o distinto origen. Después de la cirugia, todas las
pacientes recibieron el tratamiento apropiado, que incluyé una combinacion de terapia
hormonal, radioterapia y/o quimioterapia y/o inmunoterapia. El plan de tratamiento se
determiné en funcién de las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de cada paciente, asi
como de las pautas recomendadas por la Sociedad Europea de Oncologia Médica [147, 148].
Este proyecto de tesis doctoral y el consentimiento informado correspondiente recibieron
la aprobacién del Comité de Etica de Protocolos de Investigacion del Hospital Italiano de la
Ciudad de Buenos Aires, Argentina. El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los principios
establecidos en la Declaracién de Helsinki. Para garantizar la privacidad de las pacientes, los

registros médicos se hicieron en forma anénima mediante un cédigo numérico.
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Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cancer de mama

Los datos clinico-patoldgicos se recopilaron en colaboracion con patélogos del Servicio
de Anatomia Patologia del Hospital Italiano. Estos patélogos tuvieron acceso completo a
todos los registros clinicos de las pacientes, incluidos los estudios médicos, medicamentos
y datos de seguimiento. Se reclutaron pacientes diagnosticadas con carcinoma ductal
infiltrante de mama en etapas tempranas (I/11) entre 2007 y 2013. Es importante destacar
que el seguimiento de las pacientes se actualizd de manera consistente hasta abril de 2024.
Las caracteristicas clinicas-patoldgicas de las pacientes, consideradas marcadores de
prondsticos clasicos, se categorizaron segun los valores de corte especificados en los
protocolos del Hospital Italiano [149]. Estos incluyeron: a) edad (<50 o 250 afios); b) tamafio
del tumor (<2 0 >2 cm); c) grado histoldgico basado en el sistema de gradacion de Scarff-
Bloom-Richardson [150], categorizado como diferenciado (G1), intermedio (G2) o
pobremente diferenciado (G3); d) expresidon de RE, RP y estado de HER2/neu, clasificado
como negativo o positivo segun Wernicke M et al. [149]; y e) presencia de ganglios linfaticos
metastasicos regionales, registrados como negativos o positivos (incluyendo micro-
metastasis). Ademas, los subtipos moleculares de cancer de mama se identificaron de la
siguiente manera: a) Luminal A: RE y/o RP positivos, HER2/neu negativo y bajo Ki-67 (<14%),
b) Luminal B: RE y/o RP positivos, HER2/neu negativo o positivo y alto Ki-67 (>14%), c)
sobreexpresion de HER2/neu: RE y RP negativos y HER2/neu positivo y d) TNBC: RE, RP y

HER2/neu negativos.

Otros datos clinicos recolectados fueron si la paciente experimento recidiva local,
metastasis en general, metastasis dseas, metastasis viscerales, ocurrencia de metastasis
mixtas (dseas y viscerales al simultdneo), tiempo libre de recidiva local (RFS, de sus siglas
en inglés), MFS, tiempo libre de metdstasis dseas (BMFS, de sus siglas en inglés), tiempo
libre de metastasis viscerales (VMFS, de sus siglas en inglés), tiempo libre de metastasis
mixtas (MMFS, de sus siglas en inglés) y OS. RFS, MFS, BMFS, VMFS y MMFS se definieron
como el intervalo de tiempo desde la fecha de la cirugia hasta la primera observacién de re-

ocurrencia tumoral (evento metastasico y/o recidiva local) o hasta el ultimo seguimiento.
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La OS se definié como el intervalo desde la fecha de la cirugia hasta la muerte o el ultimo
seguimiento [137]. Las pacientes incluidas en el grupo de metastasis mixtas fueron aquellas
gue, en el momento del seguimiento, presentaban tanto metastasis éseas como viscerales.
No fue posible diferenciar qué evento ocurrié primero. Las pacientes con metdstasis
cerebral (n=5), cutdnea (n=1) y pleura - ganglios supraclaviculares (n=4) se incluyeron en el

grupo de metastasis viscerales, dado su bajo numero.

Los métodos utilizados para diagnosticar metastasis incluyeron varias técnicas de
imagen, como tomografia computarizada, centellografia y tomografia por emisidon de
positrones. Especificamente, la tomografia por emisidn de positrones y centellografia se
utilizaron para detectar metastasis 6seas, mientras que la tomografia computarizada se
utilizé para identificar metdstasis viscerales. Los informes detallados obtenidos de estos
estudios de imagen no solo revelaron la presencia de focos consistentes con metastasis
Oseas y/o viscerales, sino que también especificaron si estos focos eran Unicos o multiples
dentro del mismo drgano. En los casos en que surgieron dudas sobre el diagndstico de
metastasis basado en las técnicas de imagen mencionadas anteriormente, los médicos
tratantes de las pacientes realizaron biopsias para confirmar el diagnéstico histopatoldgico.
Sin embargo, es importante destacar que la mayoria de las pacientes con ocurrencia de

metastasis en nuestro estudio no requirieron biopsias para la confirmacién.

Asimismo, también se registro a las pacientes que informaron experimentar dolor dseo
frecuente y persistente antes del inicio de la metdstasis. Para documentar la presencia o
ausencia de dolor éseo no utilizamos ningun formulario de evaluacién del dolor. Las
pacientes mismas proporcionaron esta informacidon en respuesta a la pregunta de su
oncodlogo sobre su presencia, y posteriormente fue ingresada en el portal del paciente por
su oncdlogo tratante. Es importante tener en cuenta que las pacientes que experimentaron
dolor éseo antes del inicio de las metastasis éseas no estaban recibiendo tratamiento
hormonal, quimioterapia y/o radioterapia que pudiera sesgar el origen del dolor dseo. Esta
precaucidn se tomd para garantizar la precision y relevancia de los datos sobre el dolor dseo

en nuestra poblacién de estudio.
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Las caracteristicas clinicas especificas de las pacientes y sus datos de resultado

correspondientes incluidos en nuestro estudio se detallan en la Tabla 1y Figura 5. Los sitios

de metastasis observados en nuestra cohorte de PCM se detallan en la Tabla 2.

, .. , . Y . Pacientes
Caracteristicas clinico-patoldgicas
n %
<50 90 25,71
Edad (afios) >
>50 260 74,29
N <2 224 64,00
Tamaiio tumoral (cm)
>2 126 36,00
RE Negativo 44 12,57
Positivo 306 87,43
RP Negativo 60 17,14
Positivo 290 82,86
Negativo 291 83,14
HER2/neu s '
Positivo 59 16,86
G1 37 10,57
Grado histoldégico G2 185 52,86
G3 128 36,57
Metastasis en Ganglios linfaticos Negativo 240 68,57
regionales Positivo 110 31,43
Negativo 310 7
Recidiva local g. } 88,5
Positivo 40 11,43
. . . Negativo 272 77,71
Ocurrencia de metdstasis N
Positivo 78 22,29
. ; L Negativo 321 91,71
Ocurrencia de metdstasis dsea N
Positivo 29 8,29
i ; L. Negativo 309 88,29
Ocurrencia de metastasis visceral .
Positivo 41 11,71
. ; L. Negativo 342 97,71
Ocurrencia de metdastasis mixta .
Positivo 8 2,29

Tabla 1. Detalle de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cdncer de mama
incluidos en el estudio retrospectivo. Pacientes evaluados: 350. RE: receptor de estrégeno, RP:
receptor de progesterona, HER2/neu: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
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Sitio de metastasis Pacientes (%)

Arcos costales 20,69

Vertebra 44,83

Cresta iliaca-isquién 3,45

Vertebra-cresta iliaca-fémur 3,45

Metdstasis oseas Fémur 3,45
Calota-fémur-humero 3,45
Fémur-esternén-vertebra 6,90

Hdmero-cresta iliaca 3,45
Esternén-vertebra-pelvis 10,34

Pulmon 35,00

Pleura- ganglios supraclaviculares * 10,00

Metadstasis Higado 40,00
viscerales Pulmén-higado-cerebro 2,50
Cerebro * 12,50

Piel * 2,40
Vertebra-esterndn-pulmén 37,50
Vertebra-higado-pulmén 12,50

Metdstasis mixtas Vertebra-higado 25,00
Vertebra-pulmon 12,50
Esterndn-pulmon 12,50

Tabla 2. Detalle de los sitios metastdsicos incluidos en el estudio. *A pesar de no ser estrictamente
organos “viscerales”, dada su baja incidencia en nuestra cohorte, se los incluye en este grupo.
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A HER2/neu Edad

0 Negativo <50 afios
" Positivo " =50afios
Tamaiio tumoral Grado histolégico Micro/macro metéstasis
8 en ganglios regionales
N 2cem L el
“o»2om
G2 mm Ausencia
w3

" Presencia

B.

Recidiva local Metidstasis Metdstasis 6seas Metdstasis viscerales Metastasis mixtas Muerte

= Ausencia
= Presencia

c Luminal A Luminal B TNBC Sobreexpresién HER2/neu

= Negativo
" Positivo

Figura 5. Descripcién de la cohorte de pacientes con cancer de mama ductal infiltrante, estadios
tempranos I-1l, incluidos en el estudio. A. Detalle de las caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor
(marcadores cldsicos), tales como receptor de estrégenos (RE), receptor de progesterona (RP), factor
de crecimiento epidérmico (HER2/neu), tamarfio tumoral, edad, grado histoldgico (G1: bajo grado,
tumor bien diferenciado; G2: grado intermedio, tumor moderadamente diferenciado, G3: grado
alto, tumor indiferenciado) y presencia de micro/macro metdstasis en ganglios regionales. B.
Detalle de otros datos clinico-patoldgicos de las pacientes, tales como presencia/ausencia de
recidiva local, metdstasis, metdstasis dseas, metdstasis viscerales, metdstasis mixtas (dseas y
viscerales simultdneamente) y muerte. C. Detalle de los subtipos moleculares tumorales incluidos
en el estudio, TNBC: cdncer de mama triple negativo.
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Procesamiento de las muestras y analisis de la expresion de CD105 en las células estromales

fusiformes CD34(-), no asociadas a la vasculatura

Trabajamos con muestras de cdncer de mama incluidas en parafina y fijadas en
formalina neutra al 10%, obtenidas de los archivos quirurgicos del Departamento de
Anatomia Patoldgica del Hospital Italiano, Buenos Aires, Argentina. Las muestras se
cortaron en secciones de 4 um de grosor. Las secciones de tejido se desparafinaron y se
hidrataron mediante pasajes en xileno y etanol al 100%, 96% y 70%. Posteriormente, se
incubaron en buffer de citrato (citrato de sodio anhidro, #7171, Anedra) a 98°C durante 20
minutos (min). Para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena, los tejidos se trataron
con peroxido de hidrégeno al 3% durante 5 min. Luego, se realizé el bloqueo de proteinas
utilizando albimina sérica bovina (BSA) al 1% en solucién salina tamponada de fosfato (PBS)
durante 1 hora (hr). Las secciones de tejido se incubaron durante la noche (ON) a 4°C en un
ambiente humedo con el anticuerpo (Ac) primario humano anti-CD105 (ver detalles en
Tabla 3). Se utilizé el Sistema LSAB+ HRP (K0690, Dako) y la 3,3 -diaminobencidina (DAB
liquida + Sistema de cromogeno de sustrato; K3468, Dako) segun las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, las secciones de tejido se incubaron durante la noche con el Ac
anti-CD34 (Tabla 3), que luego se detecté utilizando IgG anti-ratén biotinilada (H+L, BA-
2000, Vector Laboratories), el kit ABC-Alcalina Fosfatasa Vectastain (Ak-5000, Vector
Laboratories) y el kit de sustrato rojo Vector (SK-5100; Vector Laboratories) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizé hematoxilina (#121, Biopur) para la contratincion,
seguido del montaje con balsamo de Canadd (#141, Biopur). Se realizaron controles
negativos incubando secciones de tejido sin Acs primarios, junto con IgG de cabra (AB-108-
C, R&D Systems e IgG1 de raton (MABOO2; R&D Systems). Se realizaron ensayos duplicados
para cada muestra. Se contaron las células con tincidn membranosa, contra-coloracion
nuclear y morfologia fibroblastica caracteristica (forma fusiforme) dentro del estroma
intratumoral, lejos de la vasculatura. A partir de este momento, nos referiremos a estas
células fibroblasticas dentro del estroma tumoral mamario como CAFs. La enumeracion se

realizd en cinco dreas 6pticas representativas por seccién de tejido a una magnificacién de
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400x. Para evaluar la marcacion de CD105 en los CAFs, se asignd una puntuacién
cuantitativa basada en el porcentaje de células estromales fusiformes que presentaban
tincidn positiva [0% (puntuacion 0); <10% (puntuacion 1); 10-50% (puntuacion 2); 51-80%
(puntuacioén 3); o0 >80% (puntuacion 4)] como se determind previamente [137]. Ademas, se
puntud la intensidad de la tincion en células positivas [ausente (puntuacién 0); baja
(puntuacién 1); moderada (puntuacion 2); o intensa (puntuacién 3) en comparacion con un
control interno]. La puntuacién cuantitativa y la puntuacién de intensidad se sumaron para
obtener una puntuacion total que oscilaba entre 0 y 7 (score final). La puntuacién de
intensidad de CD105 se determiné comparando la intensidad de tinciéon de las células
estromales con la observada en las células endoteliales del tejido mamario (control positivo
interno) [151-154]. La lectura se realizé de forma independiente por dos patdélogos y luego

chequeadas nuevamente por nosotros. Hubo un acuerdo del 87,50% en la evaluacién

inmunohistoquimica entre los dos observadores (valor Kappa = 0,840).

Controles y Ac anti- Especificidad Tipo de Ig Fabricante y Catalogo
CD105 Humano IgG, cabra R&D Systems (AF1097)
CD34 Humano IgG1,raton Dako (M7165)
Control de isotipo
para Ac anti CD105 Cabra lgG R&D Systems (AB-108-C)
Control de isotipo
para Ac anti-CD34 Ratén IgG1 R&D Systems (MAB002)

Tabla 3 Detalle de los anticuerpos y controles usados en inmunohistoquimica. Se indican las
caracteristicas, y los numeros de catdlogo y fabricante de cada uno de los anticuerpos (Acs) y
controles usados. Ig= inmunoglobulina/s.
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Andlisis de las caracteristicas estromales intratumorales

El estudio de las caracteristicas histoldgicas del estroma tumoral, como la abundancia
de estroma intratumor, la cantidad de fibroblastos, la deposicion de coldgeno, la infiltracién
linfocitaria, los cambios mixoides (Wernicke et al., 2003), la desmoplasia, la vascularizacién
sanguinea y/o linfatica, y la presencia de microcalcificaciones anarquicas, se determinaron
mediante tincién con hematoxilina y eosina (de Kruijf et al., 2011). Es importante recordar
que las calcificaciones que son irregulares en tamafio o forma y/o que estan agrupadas

firmemente son sospechosas, y se denominan calcificaciones anarquicas.

Especificamente, el estroma intratumoral se cuantific6 como un porcentaje,
categorizado como baja cantidad (<50%) o alta cantidad (250%). Ademas, los patdlogos
calificaron la presencia de fibroblastos, deposicién de colageno, infiltracidn linfocitaria,
cambios mixoides, vascularizacion sanguinea y/o linfatica, y microcalcificaciones utilizando
una escala de ausente (0%, puntuacion 0), escasa (<30%, puntuacion 1), moderada (30-50%,
puntuacion 2) o abundante (250%, puntuacion 3). Otra informacién fue el grado de
desmoplasia, calificado como leve (0%-30%), moderado (30%-50%) o severo (250%). En este
punto, nos resulta importante resaltar la diferencia entre cambios mixoides y desmoplasia.
Los cambios mixoides son cambios estromales que consisten en una reaccién estromal
compuesta de un material vacuolado anféfilo o ligeramente basoéfilo y se encuentra entre
las fibras de coldgeno. El acido hialurénico es uno de sus principales componentes. Los
tejidos ricos en acido hialurdnico atrapan agua e hinchan, lo que lleva a cambios mixoides.
Se sabe que la sintesis de acido hialurdnico es estimulada por la interaccion entre las células
tumorales y estromales [155]. Por otro lado, la desmoplasia, es una respuesta estromal, que
en los carcinomas primarios de mama pueden variar desde ser predominantemente
celulares (fibroblastos/miofibroblastos) con poco coldageno hasta ser un tejido denso y

acelular [156].

Por otro lado, se registrd la presencia o ausencia de microcalcificaciones andrquicas en
las mamografias de las PCM estudiadas, con el propdsito determinar si se desarrollaron

previas al diagndstico del tumor.
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Andlisis estadistico entre la expresién de CD105 en los fibroblastos asociados al cancer con
caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con cancer de mama, asi como con otras

caracteristicas estromales

Para evaluar la relacién entre la expresion de CD105 en los CAFs, con otras
caracteristicas estromales intratumorales, asi como con caracteristicas clinico-patoldgicas
de las PCM, empleamos un enfoque basado en valores de corte, que es una técnica comun
en el andlisis de biomarcadores [137]. En el primer paso, determinamos los valores de corte
para cada uno de los pardmetros estudiados, incluida la expresion de CD105 y otros factores
relacionados con el estroma intratumor, en funcién de los valores del primer cuartil (Q1), la
mediana (M) y el tercer cuartil (Q3). Posteriormente, se realizaron analisis univariados,
utilizando estos valores de corte, para examinar su asociacién con la OS de las PCM. El
analisis univariado nos permitid evaluar la relacion entre cada parametro y OS
individualmente, sin considerar otras variables. El valor de corte con la mayor significancia
(valor p mas bajo) se consideré el valor de corte dptimo para esa caracteristica especifica.
Un valor p mas bajo indica una asociacién mas fuerte entre la caracteristica y OS, lo que
sugiere que la relacién observada es menos probable que ocurra por casualidad. Los valores
de corte éptimos para la expresion de CD105, asi como para la cantidad de fibroblastos,
deposicion de coldgeno, infiltracidon linfocitaria, cambios mixoides, microcalcificaciones
andrquicas y vascularizacién sanguinea y/o linfatica, fueron los siguientes: 3 (M), 1 (Q1), 2
(Q3), 0 (Q1), 2 (Q3), 1 (Q1) y 0 (Q1), respectivamente. De esta manera, la expresion de
CD105, el porcentaje de fibroblastos, la deposicidon de colageno, la infiltracidn linfocitaria,
los cambios mixoides, la vascularizacion sanguinea y/o linfatica, y la presencia de
microcalcificaciones se categorizaron como ausentes/escasos o en grandes cantidades
segun el valor de corte éptimo seleccionado. El registro del grado de desmoplasia se
recolectd de los informes anatomopatolégicos del Hospital Italiano, donde los patélogos lo
clasificaron como leve, moderado o severo, segun los porcentajes que previamente

detallamos.
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Utilizamos la prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacién de CD105 en los
fibroblastos asociados al cancer, con marcadores prondsticos clasicos, asi como con recidiva
local, ocurrencia de metastasis, ocurrencia de metastasis dseas, ocurrencia de metastasis
viscerales y ocurrencia de metastasis mixtas. Los analisis de sobrevida, incluidos RFS, MFS,
BMFS, VMFS, MMFS y OS, se realizaron utilizando el método de Kaplan-Meier, y la prueba
de log-rank (Mantel-Cox) [148] se utiliz6 para evaluar diferencias. El analisis de
supervivencia multivariado se realiz6 utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox
(pasos reversos, razén de verosimilitud), considerando solo las variables significativas de los
eventos (ocurrencia de recidiva local, metastasis general o sitio especifico, muerte) asi
como sus respectivos tiempos identificados en el andlisis univariado. Se establecié un nivel
de significancia < 0,05 para todos los analisis. El andlisis estadistico fue realizado por un

estadistico experimentado utilizando el software SPSS (versién 18.00, Chicago, lllinois).

Andlisis de la relacién de la expresion del mRNA de CD105 en células FSP (+), FAP (+) y CD34
(-) dentro del tumor de mama con los datos clinico patoldgicos de las pacientes, utilizando un

enfoque bioinformatico

Se analizd la base de datos METABRIC disponible en la herramienta bioinformatica
cBioPortal (http://www.cbioportal.org) para validar nuestros hallazgos en otra cohorte de
datos independiente [157]. El analisis incluyé datos de RNAseq (llluminaHiSeq) de 105
muestras de PCM (mujeres con cancer de mama ductal infiltrante, estadio clinico I/, libres
de tratamiento). Los datos se filtraron en base a la expresiéon del marcador CD34,
seleccionando solo las muestras con puntuaciones z de expresiéon de RNAm de CD34 <0
log2(RPM+1). Ademas, se seleccionaron muestras con puntuaciones z de expresién de
RNAm de FSP > 0 log2(RPM+1) y puntuaciones z de expresion de RNAm de FAP > 0
log2(RPM+1) para asegurarnos que estemos trabajando con CAFs. Posteriormente, se

utilizé la mediana (-0.29 log2[RPM+1]) como valor de corte para definir los grupos de baja
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y alta expresién de CD105, lo que dio lugar a dos poblaciones de datos: expresidn baja

(n=51) y expresion alta (n=54), respectivamente.

Andlisis de la expresion de la firma génica correspondiente a células fibroblasticas (FSP y FAP
positivas) con caracteristicas mesenguimales (CD90, CD73 y CD105 positivas) en el tejido

mamario tumoral y normal

Se analizé la base de datos de gene chip data disponible en la herramienta
bioinformatica TNMplot (http://tnmplot.com/) [158]. Esta herramienta realiza una
busqueda en el repositorio NCBI Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) para identificar conjuntos de datos que contuvieran
muestras de cancer de mama. Se incluyeron 7.223 muestras de tejido tumoral mamario y
177 de pacientes “normales” (sin presencia de algun tipo de tumor). Es importante
mencionar que la base de datos excluye conjuntos de datos que contienen estudios de
lineas celulares, muestras agrupadas o experimentos de xenoinjerto, asi como muestras
tomadas después de la terapia neoadyuvante. Ademads, elimina muestras con descripcién
incompleta, datos brutos no disponibles y muestras publicadas repetidamente con
identificadores distintos [158]. Para el andlisis, el software TNMplot normaliza los datos
utilizando el algoritmo MAS5 mediante la biblioteca de Affy Bioconductor. Finalmente,
realiza una segunda normalizacion de escala para establecer la expresién media en cada

matriz en 1.000.

Para nuestro andlisis en particular, se seleccionaron los siguientes genes para estudiar
la firma génica que podria corresponder a los fibroblastos dentro del tejido mamario que
posiblemente deriven de MSCs: CD105 (ENG), CD90 (THY1), CD73 (NT5SE), FAP (FAP) y FSP
(S100A4). En particular, se analizé la diferencia en la expresion de esta firma génica entre
tejido tumoral mamario y tejido normal. La plataforma bioinformatica TNMplot realiza un
calculo de los promedios de expresidn de los genes seleccionados en la firma génica para

cada paciente de forma individual. Posteriormente, genera un grafico de resumen que
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muestra los promedios de expresién de la firma génica para cada paciente, utilizando datos

basados en chip de genes [158].

Para el analisis de datos, el pipeline de TNM-plotter realiza una comparacién de las
muestras normales y tumorales mediante la prueba de U de Mann-Whitney, y compara las
muestras emparejadas con tejidos adyacentes utilizando la prueba de Wilcoxon. Para la
comparacion de genes entre tejido normal y tumoral, se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis.

Se establecié un umbral de significancia estadistica en p < 0,01 [158].
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PARTE B

Seleccién muestras

El criterio de inclusiéon fue muestras de mujeres con carcinoma ductal infiltrante de
mama en estadio clinico-patolégico temprano (I/11). Los criterios de exclusién incluyeron
recibir terapia neoadyuvante, la presencia de otro tumor o un tamafio de muestra
insuficiente (<1 cm). Las muestras llegaron en forma consecutiva, y se trabajé con aquellas
gue cumplian los criterios de inclusion y exclusién. Por lo tanto, se realizé un estudio
prospectivo utilizando fibroblastos (mayoria CAFs) obtenidos de tejido tumoral primario
extraido durante la cirugia de 10 mujeres de 26 a 80 afios con carcinoma ductal infiltrante
de mama en etapa clinico-patolégica temprana (I/11), subtipo molecular luminal. El detalle
de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las PCM se muestra en la Tabla 5. El diagndstico
histoldgico del tumor se realizé segun el sistema de clasificacidon de la Unidn Internacional
Contra el Cancer [146]. La expresion de RE, RP y el estado de HER2/neu se clasific6 como
negativo o positivo segin Wernicke M et al. [149], y la proliferacién de Ki-67 se determind
mediante un procedimiento de inmunoperoxidasa utilizando un anticuerpo monoclonal, Ki-
67, que reacciona con un antigeno nuclear en células en proliferacién, segun Crispino et al
[159]. Las muestras de tumor fueron proporcionadas por el Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Italiano, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina. Después de la cirugia,
todas las pacientes recibieron tratamiento personalizado, que incluyd una combinacion de
terapia hormonal, radioterapia, quimioterapia y/o inmunoterapia. El plan de tratamiento
se adaptd en funcién de las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas individuales, siguiendo
las pautas recomendadas por la Sociedad Europea de Oncologia Médica [147, 148]. Se
obtuvo la aprobacidn ética para este estudio y su consentimiento informado por parte del
Comité de Etica de Protocolos de Investigacién del Hospital Italiano, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, y la investigacion se adhirié a los principios establecidos en la Declaracion de
Helsinki. Para salvaguardar la privacidad de las pacientes, los registros médicos se

anonimizaron utilizando un cédigo numérico.
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s
. . . Pacientes
Caracteristicas clinicopatoldgicas %
(1)

n
<50 2 20%
Edad (afios) >
>50 8 80%
N <2 5 50%
Tamaio tumoral (cm)
>2 5 50%
RE Negativo 0 0%
Positivo 10 100%
RP Negativo 0 0%
Positivo 10 100%
Negativo 9 90%
HER2/neu -
Positivo 1 10%
G1 0 0%
Grado histolégico G2 8 80%
G3 2 20%
; . . . Negativo 9 90%
Metastasis en Ganglios linfaticos regionales N
Positivo 1 10%
. Negativo 10 100%
Recidiva local N
Positivo 0 0%
. ; ; Negativo 10 100%
Ocurrencia de metastasis N
Positivo 0 0%
. , .. Negativo 10 100%
Ocurrencia de metastasis 6sea N
Positivo 0 0%
. ; L. Negativo 10 100%
Ocurrencia de metastasis visceral N
Positivo 0 0%
. , .. Negativo 10 100%
Ocurrencia de metastasis mixta .
Positivo 0 0%
Subtipos moleculares del cancer de mama
Luminal A 2 20%
Luminal B 8 80%
TNBC 0 0%
Sobreexpresion de HER2/neu 0 0%

Tabla 4. Detalle de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cdncer de mama
incluidos en el estudio prospectivo. Pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano,
estadio I/Il (PCM; n=10). Luminal A: este subtipo se caracteriza por la expresion positiva del receptor
de estrégeno (RE) y/o del receptor de progesterona (RP), un indice de proliferacion Ki-67 bajo (<14%)
y expresion negativa del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2/neu).
Luminal B: este subtipo expresa RE y/o RP, pero generalmente tiene un indice de proliferacion Ki-67
mds alto (>14%) y expresion positiva/negativa de HER2/neu (+). Triple negativo (TNBC): este subtipo
carece de expresion de RE, RP y HER2/neu. Sobrexpresion de HER2/neu: este subtipo es negativo
para RE, RP y positivo para HER2/neu (++++).
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Aislamiento y expansion de los fibroblastos asociados al cancer a partir de tejido primario de

cancer de mama

Inmediatamente después de la cirugia, los tejidos tumorales se colocaron en DMEM-
F12 (cat. 12500-062, Gibco). Posteriormente, se lavaron con el mismo medio suplementado
con una solucion de antibidtico-antimicotico (ATB/ATM) (cat.15240, Gibco), con una
concentracion final de 100 Ul/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina, 25 pug/ml de
anfotericina B y 2 mM de L-glutamina anadidos al medio (en adelante referido como
suplemento). El tejido fue cortado con un bisturi en una placa de cultivo y tratado con 0,1%
de colagenasa tipo lll/hialuronidasa (cat. 07912, StemCell) durante toda la noche a 37°C con
una agitacidn suave. Después de este periodo, la muestra fue centrifugada a 40 g durante
2 min a temperatura ambiente (TA). El pellet resultante, rico en tejido no disociado, fue
descartado. El sobrenadante obtenido fue transferido y centrifugado nuevamente a 100 g
durante 2 min a TA. El pellet obtenido en este paso esta enriquecido en células epiteliales,
mientras que el sobrenadante estd enriquecido en fibroblastos, la fraccién celular de
interés. Se realizé una centrifugacion final del sobrenadante a 200 g durante 5 min, a TA. El
pellet resultante, rico en fibroblastos (lo denominaremos CAFs para mayor simplicidad), fue
resuspendido en medio a- minimo esencial (a-MEM, cat. 11900024, Gibco) con la solucién
ATB/ATM, previamente descrita (a-MEM-sup). El recuento de células se realizé utilizando
una solucién de acido acético al 3% en H,0q, vy la viabilidad de los CAFs se determind
mediante el test de exclusién de azul de tripan (0,04% en PBS). Para los cultivos primarios,
se incubaron 15.000 células/ cm? en frascos de 25 cm? (cat. 5510100, Orange Scientific) en
10 ml de a-MEM-sup con la adicién de 20% de suero fetal bovino (SBF) (Natocor). Después
de 24 hr, se eliminaron las células no adherentes y se renovd el medio para dejar solo las
células adherentes. Las incubaciones se realizaron a 37°C, 5% CO, y humedad. El medio se
renovd cada 7 dias, y cuando el cultivo alcanzé una confluencia del 80%, las células
adherentes se trataron con una solucién 0,05% Tripsina- 0,02% 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en PBS (cat. 15400054, Gibco) a 379C, 5% de CO2 y

humedad durante 5 min, para desprenderlas (tripsinizacién). Las células adherentes
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obtenidas de este primer subcultivo son predominantemente células estromales
diferenciadas (especialmente CAFs). Luego, para aumentar la densidad celular, estos CAFs
fueron cultivados en dos frascos de 25 cm?, que fueron incubados en medio a-MEM-sup
con la adicién de 20% SBF. El medio de cultivo se renovd cada 7 dias hasta que los CAFs
alcanzaron nuevamente una confluencia del 80%. En ese punto, los CAFs del segundo
subcultivo fueron tratadas con solucién de tripsina-EDTA (0,05%-0,02% en PBS,
respectivamente) para posteriormente realizar la separacién de las subpoblaciones de

fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-). Ver protocolo general en la Figura 6

Separacion de fibroblastos CD105(+) /CD34(-) y CD105(-) /CD34(-)

Los CAFs del 29 subcultivo se centrifugaron a 200 g durante 5 min. La concentracién
celular de partida fue 4,50 x10° células /frasco de 25 cm?. El pellet resultante se suspendid
en una solucién de PBS con 0,5% de BSA, y 2 mM de EDTA (0,1461 g/L, cat. 15400054, Gibco)
a pH 7,2] mas Ac anti-CD34-PE (1/10, cat. 130-096-140, Biotechnologies Inc Magnetic
Separation Kit, MACS MiltenyiBiotec) y se incubd a 4°C en la oscuridad durante 10 min.
Posteriormente, los CAFs fueron lavados y centrifugados a 200 g durante 10 min. El pellet
se suspendié en el buffer previamente descrito con microbeads (cat. 130-091-271,
Biotechnologies Inc Magnetic Separation Kit, MACS MiltenyiBiotec). Después de incubar a
4°C durante 15 min, los CAFs fueron lavados con el mismo buffer y centrifugados
nuevamente a 200 g durante 10 min. El pellet se resuspendid con el buffer previamente
descrito y se pasd por la columna de separacion magnética. El eluido de la columna fue
recogido, ya que contenia la poblacién de células estromales CD34(-) de interés. Esta
fraccién celular se centrifugd nuevamente a 200 g durante 10 min, y el pellet se resuspendid
con el buffer descrito, afadiendo Ac anti-CD105-PE (1/10, cat. 130-096-906,
Biotechnologies Inc Magnetic Separation Kit, MACS MiltenyiBiotec). A continuacion, se
repitieron los mismos pasos descriptos anteriormente para el Ac anti-CD34-PE. Finalmente,

las células se pasaron por la columna de separacién magnética, donde se recogieron los
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CAFs CD105(-)/CD34(-) que no se unieron a la columna. Luego, se retird la columna del iman
para recoger las células CD105(+)/CD34(-). Ambas fracciones celulares se centrifugaron a
200 g durante 10 min y se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? (15.000 células/cm?),
que se incubaron en medio a-MEM-sup con la adicion de 20% de SBF. El medio se renovo
cada 7 dias, y cuando el cultivo alcanzo el 80% de confluencia, las células adherentes se
trataron con una solucién de tripsina-EDTA (0,05%-0,02%, respectivamente, en PBS). En
este punto, los CAFs del 3¢ subcultivo, después de pasar por la columna, se incubaron auna
concentracion de 240 células viables/cm? (4% subcultivo). La baja densidad celular de
plagueo favorece el enriquecimiento del cultivo en MSCs con alto poder de auto-
renovacion/ “self-renewal” y multipotencialidad y, por lo tanto, de los fibroblastos
derivados de ellas [160, 161]. Los CAFs del 4t° subcultivo se incubaron durante 12 dias, con
una renovacion del medio al dia 6. Después de este periodo podemos considerar que las
células obtenidas eran fibroblastos derivados de MSCs. Para aumentar el rendimiento
celular, los CAFs CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) se sembraron a 3.000 células
viables/cm? y se mantuvieron cambiando el medio antes descripto cada 7 dias hasta
alcanzar el 80% de confluencia (5% subcultivo). Con estas fracciones celulares, se llevaron a
cabo el resto de los ensayos. Finalmente, los MCo se recogieron de las ultimas 48 hr (medio
libre de SBF) de este ultimo subcultivo al 80% de confluencia. Para los estudios protedmicos
y para investigar la accion de los MCo sobre las células tumorales mamarias humanas de las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB231, se cred un pool de cada MCo proveniente de las 10

PCM. Ver protocolo general en la Figura 6.
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Figura 6. Diagrama del protocolo utilizado para la separacion de las subpoblaciones fibrobldsticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) y la obtencion de los correspondientes medios
condicionados. ON: toda la noche, SFB: suero bovino fetal.

Estudio del fenotipo de las subpoblaciones fibroblasticas CD105(+)/CD34(-) y

CD105(-)/CD34(-)

Se utilizé un total de 3x10° células de las subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-
)/CD34(-) por tubo de reaccion, los cuales fueron centrifugados a 200 g durante 5 min.
Posteriormente, las células fueron resuspendidas en PBS con 1% de BSA. Luego, se
incubaron con Acs monoclonales especificos conjugados con diferentes fluorocromos
contra los siguientes antigenos humanos durante 30 min a TA: CD105, CD34, CD90, CD73,
a-SMA, FAP, P4HB, Desmina, TNC, CD146, CD106, PDGFRa (CD140a), CD19, CD11b y CD14.

Se realizaron los controles de isotipo correspondientes en paralelo con la misma
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concentracidon de cada Ac. Para los Acs primarios no conjugados, se emplearon Acs
secundarios conjugados con fluordforos Cy™5 AffiniPure™ Goat Anti-Rabbit 1gG y Alexa
Fluor® 488 AffiniPure™ Donkey Anti-Goat IgG. Se utilizaron las concentraciones
recomendadas por los fabricantes para cada Ac en el andlisis de citometria de flujo (Ver
detalle de todos los Acs utilizados en la Tabla 5). Después de la incubacidn, las células de
cada tubo se lavaron dos veces con 1% de PBS-BSA y se centrifugaron a 200 g durante 4 min
en cada lavado. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS y se evaluaron 10.000
eventos en cada caso mediante citometria de flujo (FACScalibur, BD Biosciences). Para los
marcadores intracelulares, las células se fijaron en paraformaldehido al 4% (cat. 158127,
Sigma) durante 20 min a 4°C. Después de un lavado con PBS, las células se incubaron con
los anticuerpos y se suplementaron con 0,1% de saponina (S7900, Sigma) durante 45 min a
TA. Se utilizé el software Flowlo para analizar los datos, empleando los controles isotipo
para posicionar con precision los cuadrantes de andlisis y obtener indices de fluorescencia
media/relativa (IFM: indice de fluorescencia especifica de la molécula de superficie/indice
de fluorescencia del control de isotipo especifico). Los experimentos se realizaron en

duplicado para cada marcador por subpoblacién de fibroblastos obtenidos de 10 PCM.
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Anticuerpo anti- Especificidad Tipo delg Aplicacion y dilucion Catalogo y fabricante
CD105-Alexa Fluor 405 Humano Ratén, 1gG1 CF, 1:100 FAB10971V, R&D Systems
CD90-Alexa Fluor 488 Humano Ratén, 1IgG2A CF, 1:200 FAB2067G, R&D Systems

CD73-APC Humano Raton, 1gG2B CF, 1:100 FAB5795A, R&D Systems
CD34-PE Humano Ratoén, I1gG1 CF, 1:100 FAB7227P, R&D Systems
a-SMA-APC Humano Ratén, 1IgG2A CF, 1:100 IC1420A, R&D Systems
FAP-PE Humano Ratén, 1gG1 CF, 1:100 FAB3715P, R&D Systems
P4HB Humano Conejo, IgG CF, 1:100 ab137110, Abcam
DESMIN Humano Conejo, IgG CF, 1:70 ab32362, Abcam
TNC Humano Conejo, IgG CF, 1:100 ab215369, Abcam
CD146 Humano Cabra, 18G CF, 1:100 AF932, R&D Systems
CD106 Humano Cabra, 18G CF, 1:200 BBA19, R&D Systems
PDGFR-a-PE Humano Raton, IgG1 CF, 1:100 FAB1264P, R&D Systems
CD19-APC Humano Raton, IgG1 CF, 1:200 FAB4867A, R&D System
CD11b-Alexa Fluor 405 Humano Raton, IgG1 CF, 1:200 FAB1699V, R&D Systems
CD14-PE Humano Ratén, 1gG1 CF, 1:100 FAB3832P, R&D Systems
CD79a-Alexa Fluor 488 Humano Ratén, 1gG1 CF, 1:100 FAB69201G, R&D Systems
Control de Isotipo-Alexa Fluor 405 - Ratén, 1gG1 CF, 1:100 ICO02V, R&D Systems
Control de Isotipo-Alexa Fluor 488 - Ratén, 1IgG2A CF, 1:200 IC003G, R&D Systems
Control de Isotipo-APC - Ratén, 1gG2B CF, 1:100 ICO041A, R&D Systems
Control de Isotipo-APC - Raton, 1IgG1 CF, 1:200 1C002A, R&D Systems
Control de Isotipo-PE - Raton, IgG1 CF, 1:100 1C002P, R&D Systems
Control de Isotipo-APC - Ratén, 1IgG2A CF, 1:100 ICO03A, R&D Systems
Ab secundario-Cy5 Conejo Cabra, 1gG CF, IFI, 1:200 111-175-144, Jackson ImmunoResearch
Ab secundario-Alexa 488 Cabra Mono, IgG CF, IFI, 1:200 705-545-147, Jackson ImmunoResearch
Colédgeno tipo Il Humano Conejo, 1IgG1 IHQ, 1:50 SC7763, Santa Cruz
Isotipo Conejo, IgG IHQ, 1:50 X0936, Dako

Tabla 5. Detalle de los Anticuerpos utilizados en la caracterizacion fenotipica. Ac: anticuerpo, Ig:
inmunoglobulina, CF: citometria de flujo e IFI: inmunofluorescencia indirecta,
IHQ=inmunohistoquimica.

Cultivo de células tumorales mamarias humanas de las lineas MCF-7 y MDA-MB231, asi como
células mamarias normales humanas de la linea MCF-10A y obtencién de los medios
condicionados correspondientes

Utilizamos dos lineas celulares de cancer de mama humano: MCF-7, MDA-MB231,
obtenidas del American Type Culture Collection (EE. UU.) y una linea no neoplasica, MCF-
10A. Estas células se cultivaron en medio DMEM/F12 suplementado con rojo fenol, que
contenia 100 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 25 pg/ml de anfotericina B
y 2 mM de L-glutamina (referido como DMEM/F12 suplementado). Ademas, las células
MCEF-7 se cultivaron con 2 pg/ml de insulina porcina humanizada (Novorapid, Novo Nordisk
A/S). Todos los cultivos celulares se mantuvieron en un ambiente con un 10% de SBF, con

una densidad celular de 4x10* células viables/cm?. El medio se renové cada tres dias. Las
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células se incubaron a 37°C en un ambiente humidificado al 5% de CO; hasta alcanzar la
confluencia. Las células adherentes se lavaron con PBS y se recogieron post-tratamiento
utilizando una solucién de tripsina-EDTA (0,05%-0,02%, respectivamente, en PBS). La
viabilidad celular se evalué mediante el test de exclusion con azul de tripan al 0,04% en PBS.
Alicuotas de cada suspension de lineas celulares se crio-preservaron en nitrégeno liquido
hasta que se necesitaran para ensayos posteriores. Para experimentos que involucraron
migracion, proliferacién y expresidén génica se utilizaron células de las lineas MCF-7 y MDA-

MB231 que se subcultivaron no mas de cuatro veces

Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas:

MCF-7: Esta linea celular se origind a partir de células aisladas de una puncion de liquido
pleural de una paciente caucasica de 69 afios. La paciente presentaba un adenocarcinoma
de mama con metastasis en la pleura, clasificado como estadio clinico-patolégico IV
avanzado [162]. Las células MCF-7 expresan RE y RP, tienen una funciéon normal de p53 y no
expresan caspasa 3 [163]. Ademas, muestran expresién de GATA-3 y E-cadherina, lo que

disminuye su capacidad invasiva. No presentan expresién de plasmina.

MDA-MB231: Esta linea celular se derivd de células aisladas de una puncién de liquido
pleural de una mujer caucasica de 51 afios. La paciente tenia un adenocarcinoma de mama
con metastasis en la pleura, clasificado como estadio clinico-patolégico IV avanzado [164].
Las células MDA-MB231 no expresan receptores de estrégeno ni progesterona, pero si
expresan receptores para el EGF y el TGF-a. Presentan una leve expresion de HER2/neu y
una mutacion en p53. Estas células tienen una alta capacidad invasiva y metastasica y
expresan plasmina, lo que les permite degradar la matriz extracelular, promoviendo la

angiogénesis y la metdstasis. No muestran expresidon de GATA-3 ni E-cadherina.

Ambas lineas celulares se derivan de células metastasicas de pacientes con carcinoma
mamario ductal infiltrante en estadio clinico-patolégico avanzado. Son ampliamente
utilizadas en investigaciones para comprender mejor la patologia y explorar posibles

tratamientos.
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MCF-10A: Estas células se obtuvieron a partir de tejido mamario de una mujer pre-
menopausica de 36 anos, quien tenia enfermedad fibroquistica y se sometido a una
mastectomia. Originalmente denominadas MCF-10M, estas células generaron
espontdneamente dos sublineas inmortales: MCF-10A (adherentes) y MCF-10F (no
adherentes). Estudios han demostrado que las células epiteliales mamarias pertenecientes
a estas lineas presentan caracteristicas ductales mamarias y expresan marcadores como
EMA, KA-4, K-14, AE1-AE3 y K-19. Ademas, no son tumorigénicas en ratones desnudos
(nude) y pueden crecer en cultivos tridimensionales con colageno. Su crecimiento en cultivo

estd controlado por hormonas y factores de crecimiento [165].

Diferenciacién de las células madres mesenquimales de médula 6sea de donantes sanos en
fibroblastos asociados al cancer mediante el uso de medios condicionados de células

tumorales mamarias de las lineas MCF-7 y MDA-MB231

Recoleccion de las muestras de aspirados de médula dsea

Las voluntarias sanas (VS) fueron donantes para trasplante alogénico de MO que
concurrieron al Servicio de Hematologia y Transplante de Médula Osea de la Fundacién
Favaloro, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina, y no tenian ningin compromiso
medular, inmuno-hematolégico, ni dseo, es decir sin enfermedades que puedan alterar el
metabolismo dseo. Se adjunta copia del modelo de consentimiento informado en la seccidn
ANEXOS de este trabajo de tesis. El responsable del suministro de aspirados de MO de
cresta iliaca posterior fue el Dr. Feldman Leonardo, Jefe de Servicio de Trasplante de Médula
Osea de la Fundacién Favaloro en ese momento, actualmente Hematdlogo Consultor
Emérito. Los aspirados de MO de las VS fueron extraidos bajo anestesia local por puncién
de la cresta iliaca posterior y recogidos con heparina sédica sin conservantes como

anticoagulante (25 Ul/ml, cat. 15077-019, Gibco).
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Aislamiento y preparacion de células madre/ estromales mesenquimales de médula 6sea

El aspirado de MO se diluyd (1:2) con buffer PBS y se sometid a una centrifugacion
en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (6 = 1,075 gr/cm3, Sigma) (Figura 7). Después
de ser centrifugado por 25 min a 250 g a TA, se aislé la interfase rica en células
mononucleares (CMN), las mismas se lavaron dos veces en PBS y se resuspendieron en a-
MEM-sup. El recuento de CMN se realizd con una solucion de acido de acético al 3% en
agua. La viabilidad celular se determind por prueba de exclusion con azul de tripan al 0,04%

en PBS frio.

Para obtener cultivos primarios de MSCs, se incubaron 10 x 106 CMN/frasco de 25 cm? en
10 ml de a-MEM-Sup a 372C, 5% de CO, y humedad, luego de 24 hrs se cambio el medio
dejando sdlo las células adherentes. El medio fue renovado cada 7 dias hasta alcanzar el 80
% de confluencia (1¢" subcultivo). Posteriormente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS
y tratadas con una solucidn de tripsina-EDTA, en PBS a 372C, 5% de CO; y humedad durante
5 min, con el objetivo de despegar las células adherentes (tripsinizacidon). Posteriormente,
la suspension celular se saturd con 10% de SBF y se lavé finalmente en PBS, dos veces, a 135
g por 10 min. Las células viables asi obtenidas se fraccionaron en dos frascos de cultivo de
25 cm? y se incubaron en a-MEM-sup con la adicion de 20% de SBF, en las mismas
condiciones antes descriptas, renovando el medio cada 7 dias hasta alcanzar el 80 % de
confluencia (2% subcultivo). Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS,
tripsinizadas, y la suspension celular resultante, incubada en frascos de 25 cm? a baja
densidad (240 células viables/cm?), cultivindose las mismas en a-MEM-sup con la adicién
de 20% de SBF durante 12 dias, renovando el medio cada 6 dias. La baja densidad celular
de plaqueo favorece el enriquecimiento del cultivo en MSCs con alto poder de auto-
renovacion/ “self-renewal” y multipotencialidad (3°" subcultivo) como fue descripto por
Prockop et al. [160, 161]. Al finalizar este periodo del 3¢" subcultivo, estas células fueron
lavadas dos veces con PBS, tripsinizadas y se cuantificaron, utilizandose luego para los

diferentes ensayos de caracterizacion y diferenciaciéon a CAFs (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de aislamiento y cultivo de células madre/ estromales mesenquimales de
aspirados de médula ésea de cresta iliaca posterior. Células madre/ estromales mesenquimales
(MSCs) y células mononucleares (CMN).

Caracterizacion de células madre/ mesenquimales estromales

Caracterizacion fenotipica

Se realizé un anadlisis de marcadores de superficie por citometria de flujo para
confirmar que las MSCs del 3°" subcultivo cumplen con los criterios minimos establecidos
por la Sociedad Internacional de Terapia Celular [166]. Se realizaron marcaciones multiples
con Acs monoclonales conjugados con distintos fluorocromos contra los siguientes
antigenos humanos: CD105, CD90, CD73, CD79a, CD11b, CD34 y los respectivos controles
de isotipo (ver tabla 5). En cada tubo se resuspendieron 2,5 x 10° MSCs en PBS con 1% de
BSA, en presencia de los Acs y se procedid a incubar durante 30 min a TA. Se agregd a cada
tubo 1 pg/ml de 4',6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI, cat. D9542, Sigma) o 1

ug/ml ioduro de propidio (cat. 81845, Sigma), segun la combinacién de fluoréforos, para
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poder excluir del analisis las células muertas. Se analizaron un total de 10.000 eventos por
tubo en el equipo FACScanto Il (Becton Dickinson, Biosciences). Las diluciones de uso de
cada Acy controles de isotipo se resumen en la Tabla 5. Para el andlisis de los datos se usd

el software FlowlJo (v. X). Los experimentos se hicieron por duplicado para cada muestra.

Ensayos de plasticidad

Diferenciacion osteogénica

Las MSCs provenientes del 3¢"subcultivo fueron sembradas, a una densidad de 3.000
células/cm? en placas de 24 pocillos (cat. 4430300, Orange Scientific) y cultivadas en a-
MEM-sup y adicionado con 10% SBF y adicionado con factores osteogénicos [100 nM
dexametasona (Sigma); 50 uM a-ascorbato-2-fosfato (Sigma) y 10 mM B-glicerolfosfato
(Sigma)] durante un total de 21 dias, renovando el medio antes mencionado cada 3 dias, a
379C, 5% de CO; y humedad [161, 167]. Transcurrido este periodo, el cultivo fue lavado con
PBS y fijado con una solucién de paraformaldehido 4% en PBS durante 15 min a TA. Las
muestras fijadas fueron tefiidas con Alizarin Red 40 mM (pH=4,1; Sigma), quelante de calcio
en la matriz de mineralizacion ésea. Como control se cultivaron las MSCs en a-MEM-sup y
adicionado con 10% de SBF como describimos antes, pero sin agentes estimulantes de la
diferenciacién, por el mismo periodo de tiempo. Los cultivos se llevaron adelante por

duplicado.

Diferenciacion adipogénica
Las MSCs provenientes del 3¢" subcultivo fueron incubadas a una densidad de 3.000

células/cm? en placas de 24 pocillos y cultivadas en a-MEM-sup con 10% SBF hasta alcanzar
la confluencia. Se lavd con PBS y realizd la estimulacién adipogénica con medio de
induccién, 1 uM dexametasona, 0,5 mM isobutilmetilxantina, 10 ug/ml insulina y 100 uM
indometacina por 3 dias y luego 24 hs en medio de mantenimiento (10 % SBF y 10 pg/ml
insulina), segun describe Prockop et al. [161, 168]. Este ciclo de cultivo se repitid 5 veces,

durante un total de 21 dias, a 372C, 5% de CO; y humedad. Transcurrido este periodo, el
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cultivo fue lavado 2 veces con PBS y fijado con una solucion de paraformaldehido 4% en PBS
durante 15 min a TA. Finalmente, tefiido con una solucién fresca de Qil Red-O al 0,12%
(Sigma). Se identificaron los adipocitos por la tincién con Oil Red-O, marcador de lipidos
presentes en las vacuolas. Como control se cultivaron las MSCs con a-MEM-sup con 10%

SBF. Los cultivos se llevaron adelante por duplicado durante 21 dias.

Diferenciacion condrogénica
Se partié de 250.000 MSCs del 3°" subcultivo, las cuales fueron incubadas en tubos

de polipropileno de 15 ml y se sedimentaron en micro-masa por centrifugacién a 250g
durante 10 min. El cultivo en micro-masa se llevé a cabo durante 21 dias en a-MEM-sup con
10% SBF y adicionado con factores condrogénicos (CAMBREX, cat. PT 3003: 500 ng/ml| BMP-
6, 25 mM glucosa, 10 ng/ml de TGF-B-3, 107 M dexametasona, 50 pg/ml ascorbato-2-
fosfato, 40 pg/ml prolina, 100 pg/ml piruvato y 50 mg/ml ITS+ Premix). El medio fue
cambiado cada 3 dias por un total de 21 dias, a 372C, 5% de CO, y humedad. Para el analisis
microscépico, el cultivo en micro- masa fue embebido en parafina, y se lo cortd en 5 partes
para ser tefido por inmunohistoquimica, mediante sistema Biotina-Estreptavidina-
Peroxidasa/cromdégeno DAB usando un Ac anti-colageno tipo Il humano (cat. SC18319,
Santa Cruz). El colageno Il es una proteina de la matriz condrogénica. Las diluciones de uso
del Ac primario y el control de isotipo se resumen en la Tabla 5. Como control de no
diferenciacidn se cultivaron las MSCs en a-MEM-sup con 10% SBF. Los cultivos se llevaron

adelante por duplicado.

Ensayo de unidad formadoras de colonias fibroblasticas a partir de células madre/
estromales mesenquimales

El ensayo de unidad formadoras de colonias fibrobldsticas (CFU-F) se llevd a cabo
conforme al protocolo previamente desarrollado en nuestro laboratorio con adaptaciones

[161]. Se sembraron MSCs provenientes del 3¢ subcultivo a una densidad de 50 células/cm?
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en frascos de 25 cm? que contenian 10 ml de a-MEM-sup y adicionado de 20% de SBF y se
cultivé a 37 °C, 5% CO,y humedad durante 7 dias, al cabo de este periodo, se renovd el
medio y se cultivé por otros 7 dias. Al finalizar este tiempo, las células fueron lavadas 2
veces con PBS, secadas a TA, fijadas con metanol (cat. 2000165508, Biopack) 100% durante
15 min y teiidas con Giemsa (cat. 48900, Sigma) puro durante 5 min a TA, luego se lavaron
con agua y se dejaron secar. Las colonias se leyeron y fotografiaron con un microscopio
invertido (cat. CKX41, Olympus) equipado con una camara Olympus Q-Color 5 Las
agrupaciones de mads de 50 células fueron consideradas como una CFU-F. La frecuencia de
CFU-F se expresa como eficiencia de formacion de colonias definida como el numero de

CFU-F obtenido cada 1.250 células sembradas.

Cultivo de células tumorales mamarias de las lineas MCF-7, MDA-MB231 y MICF-10A y
obtencion de los medios condicionados correspondientes

Se sembraron células tumorales mamarias viables a una densidad de 1,8x10*
células/cm? en sus respectivos medios de cultivo suplementados y adicionado con 10% de
SBF, permitiendo su adherencia durante 24 hrs a 37°C, 5% de CO; y humedad.
Posteriormente, se lavaron los cultivos con PBS 1X y se mantuvieron en condiciones de
arresto durante 48 hrs en ausencia de SBF. Luego, se volvieron a lavar con PBS 1X y se
estimularon con un 10% de SBF en sus respectivos medios de cultivo suplementados
durante 48 hrs mas, alcanzando un nivel de confluencia del 80%. Al finalizar este periodo,
se recolectaron los MCo, se centrifugaron, alicuotaron y almacenaron a -20°C para su
posterior uso. Simultdaneamente, se incubaron los respectivos medios de cultivo
suplementados y adicionados con 10% de SBF de cada linea durante 48 horas (sin células),
manteniendo las mismas condiciones de incubacién que los cultivos celulares respectivos,

para su uso como controles en el ensayo de diferenciacién de las MSCs a CAFs.
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Ensayo de diferenciacion de la célula madre mesenquimal de médula dsea a fibroblasto

asociado al cancer

Se disefid siguiendo el protocolo de Mishra PJ y colaboradores [169]. Se cultivaron las
MSCs aisladas de MO de 2 VS a una densidad de 3x103 células viables del 3¢ subcultivo,
realizado a baja densidad/cm? en a-MEM-sup y adicionado con un 20% de SBF en placas
Lab-Teks (cat. 155411, ThermoScientific), renovando el medio cada 7 dias hasta alcanzar un
nivel de confluencia del 80%. Posteriormente, las MSCs se cultivaron durante 21 dias,
renovando el medio cada tres dias. Se utilizaron las siguientes condiciones de cultivo: i) 50%
del MCo obtenido de los cultivos de las lineas MCF-7, MDA-MB231 y MCF-10A (control con
células mamarias no tumorales) + 50% de medio a suplementado y adicionado con 20% de
SBF; ii) controles de no diferenciacion: 100% de medio a suplementado y adicionado con
un 10% de SBF y iii) control de diferenciacién positiva: medio a suplementado y adicionado
con un 10% de SBF + 107 M de hidrocortisona (cat. H0888, Sigma). Ademas, se realizaron
controles con: 50% de los respectivos medios de cultivo suplementados y adicionados con
10% de SBF de cada linea celular mamaria incubados durante 48 horas (sin células) + 50%

de medio a-sup y adicionado con 20% de SBF.

Estudio de la expresion de a-SMA, FAP, CD105 y CD146 en las células madre
mesenguimales de médula dsea como tales y una vez diferenciadas en fibroblastos asociados

al cdncer por efecto de los medios condicionados de los cultivos de las células epiteliales
tumorales mamarias de las lineas MCF-7 y MDA-MB231

El estudio de la expresién de estos marcadores se realizd por la metodologia de
inmunocitoquimica, siguiendo el protocolo descripto por Martinez LM y colaboradores
[170]. Las células en estudio se lavaron 2 veces con PBS, secaron a TA y se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 30 min a TA. Se dejaron secar y posteriormente se
hidrataron 5 min con PBS-Tween 20 al 0,1%. Luego se realizé un bloqueo de la actividad de
peroxidasa endégena con perdxido de hidrégeno al 3% durante 5 min a TA. Se lavo 3 veces

con PBS-Tween 20y se procedié a un bloqueo proteico con PBS-Tween20-BSA (al 0,1y 1%,
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respectivamente) durante 1 hora. A continuacién, se incubd con los Acs primarios
correspondientes (a-SMA, FAP, CD105 y CD146; ver Tabla 6) durante toda una noche a 42C.
Se ensayaron los correspondientes controles de isotipo (Tabla 6). Los Acs se diluyeron e
incubaron con la misma solucion que la del bloqueo. Luego se procedié a los lavados y se
revelo utilizando el sistema de Ac universales biotinilados anti- ratéon vy
cabra/estreptoavidina-peroxidasa (LSAB+/HRP, K0690, Dako) y 3-3’-diaminobencidina
(DAB) como cromdgeno (Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, K3468, Dako) segun
recomendaciones del fabricante. Los nucleos se tifieron con hematoxilina durante 2 min. Se
lavaron con agua por ultima vez, se dejaron secar y se montaron con una solucidn de base
acuosa (UltraMount, S1964, Dako). La lectura del porcentaje de células positivas se realizé
en microscopio Optico y se contabilizé como cantidad de células con granulaciones
marrones/200 células totales. El patron de expresion/célula se establecid cualitativamente:
negativo (nula) y positivo: leve (+), moderado (++), abundante (+++) respecto a CD146

(control positivo) cuyo patrén de expresion es abundante (+++) en las MSCs de MO normal.

Anticuerpos anti- Tipo de Ig Aplicacion y concentracion usada Fabricante y catalogo
a-SMA 1gG, ratén 1CQ (1,25 ug/ml) R&D Systems (MAB1420)
FAP 1gG, ratén 1CQ (2 ug/ml) R&D Systems (FAB3715)
CD105 1gG, cabra 1CQ (5 ug/ml) R&D Systems (AF1097)
CD146 1gG, cabra 1CQ (5 ug/ml) R&D Systems (AF932)
Control de IgG de ratéon IgG, raton Control negativo para ICQ (concentracion equivalente al primer Ac) Dako, X0943

Control de IgG de cabra IgG, cabra Control negativo para ICQ (concentracion equivalente al primer Ac) R&D Systems, AB-108-C

Tabla 6. Detalle de los anticuerpos y controles usados en la diferenciacion de la célula madre
mesenquimal/estromal de médula ésea en fibroblasto asociado al cdncer. Ac: anticuerpo, ICQ=
inmunocitoquimica, Ig= inmunoglobulina/s.
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Estudio de la capacidad de clonado/auto-renovacién de los fibroblastos de las subpoblaciones
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) para formacion de unidades formadoras de colonias
fibroblasticas y de la morfologia de células estromales dentro de colonias

El ensayo de CFU-F se llevd a cabo conforme al protocolo previamente desarrollado en
nuestro laboratorio con adaptaciones [171]. Un total de 2.500 células (5% subcultivo) de las
fracciones de subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) fueron cultivadas por
frasco de 25 cm? (100 células viables/cm?) en a-MEM-sup con 20% de SBF durante 7 dias.
Los fibroblastos adherentes fueron luego lavados con PBS e incubados nuevamente con
medio fresco durante 7 dias adicionales. Después de 14 dias, los frascos fueron lavados con
PBS, secados al aire y fijados con metanol al 100% durante 15 min a TA. Posteriormente, las
CFU-F fueron tefiidas con Giemsa puro (cat. 48900, Sigma) durante 5 min a TA, luego
lavados con agua y secados al aire. Las colonias con al menos 50 células fueron contadas
como CFU-F bajo un microscopio de luz invertida a 40X de magnificacidn total. La frecuencia
de CFU-F estd indicada por la eficiencia de formacion de colonias, definida como el nimero
de CFU-F obtenidos por cada 2.500 fibroblastos sembrados. Para la evaluacién de la
eficiencia, los ensayos de CFU-F se realizaron por duplicado para las 2 subpoblaciones de
fibroblastos obtenidas de muestras de 10 PCM. Ademas, se determind la densidad de
células estromales por campo dptico de CFU-F. Para lograr esto, se capturaron diez
imagenes de diferentes campos épticos de cada cultivo de CFU-F. Ademas, se realizd una
evaluacién de cambios morfolégicos en células estromales dentro de los cultivos de CFU-F.
El analisis incluyd la medicidon del area, eje longitudinal y eje horizontal de la elipse
utilizando tres imagenes obtenidas de tres regiones tipicas (tres campos épticos, imagenes
a una magnificaciéon de 200X) de cada cultivo de CFU-F, con 10 células por imagen. Estas

mediciones fueron analizadas utilizando el software FlJI [172].
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Evaluacién de la viabilidad celular como una medida indirecta de la capacidad de proliferacion

Un total de 1x10* células (5% subcultivo) por pocillo de las fracciones de las
subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) fueron cultivadas en una placa de 96
pocillos (cat. JBF-CAP011096, Jetbiofil) durante 24 hr en medio a-MEM-sup sin rojo fenol
(cat. 41061029, Gibco) y en presencia de un 20% de SBF. Después de este periodo de
adherencia al plastico, las células fueron lavadas con PBS, y se indujo el arresto celular
mediante un cultivo adicional de 48 hr en medio a-MEM-sup sin rojo fenol y sin SBF.
Posteriormente, se realizd otro lavado con PBS y se llevd a cabo la etapa de estimulacidn,
donde las células fueron cultivadas durante 48 hrs en medio a-MEM-sup sin rojo fenol con
un 5% de SBF. Simultaneamente, se realizaron controles basales con medio a-MEM-sup sin
rojo fenol y sin SBF. La proliferacidon celular fue evaluada utilizando el kit CellTiter 96®
AQueous One Solution (cat. G5421, Promega). Este ensayo se basa en un método
colorimétrico que determina el nimero de células viables que han proliferado mediante la
reduccion del compuesto tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfonfenil)-2H-tetrazolio, sal interna; MTS] a un producto coloreado llamado formazan.
Esta conversion ocurre debido a la actividad de las enzimas deshidrogenasas en células
metabdlicamente activas, utilizando NADPH o NADH. Para los ensayos, el reactivo CellTiter
96® AQueous One Solution se afadié directamente a los pocillos de cultivo, se incubd
durante 1-4 hr a 37°C, 5% de CO; y humedad controlada, y luego se registrd la absorbancia
a 490 nm utilizando un lector de placas de 96 pocillos. La cantidad de producto formazan
generado es directamente proporcional al nUmero de células vivas en cultivo. El valor de
densidad dptica (DO) de cada muestra en estudio se obtuvo restando la DO del control
(medio a-MEM-sup sin rojo fenol y SBF) de su respectivo valor de muestra. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado para cada subpoblacién de fibroblastos en estudio

de las 10 muestras de las PCM.
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Estudio del ciclo celular

Las células (5% subcultivo) fueron re-suspendidas a una concentracién de 2x10°
células/ml de las fracciones de las subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) en
PBS y fijadas en metanol frio. Las células fijadas fueron centrifugadas a 250 g durante 10
min. Posteriormente, fueron incubadas con 200 mg de RNasa A en PBS (cat. GE101-01,
Beijing TransGen Biotech Co) durante 20 min a 37 °C. Posteriormente, las células fueron
centrifugadas nuevamente a 250 g durante 10 min e incubadas con 20 mg de ioduro de
propidio (cat. 81845, Sigma) en PBS a TA en la oscuridad durante 30 min, invirtiendo el tubo
cada 10 min. Finalmente, se realizé una centrifugacién a 250 g durante 10 min y las células
fueron resuspendidas en PBS. Las muestras fueron analizadas utilizando un FACScanto Il
(Becton Dickinson). El analisis del ciclo celular fue determinado utilizando FlowlJo (v. X). Los
experimentos fueron repetidos dos veces para cada subpoblacion de fibroblastos en

estudio de las 10 muestras de las PCM.

Estudio de expresidn génica

Extraccion de dcido ribonucleico y sintesis de dcido desoxirribonucleico copia

El dcido ribonucleico (RNA) total de las subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-
)/CD34(-) del 5% subcultivo se aislé utilizando TRI Reagent® (TR 118 Molecular Research
Center Inc) y se cuantifico utilizando el espectrofotémetro NanoDrop™ 2000/2000c (cat.
ND-2000, ThermoScientific). A partir de 1 ug de RNA por muestra, se obtuvo dcido
desoxirribonucleico copia (cDNA) utilizando el Kit de Transcripcion Inversa de Alta Capacidad
(cat. 4368814, Applied Biosystems) con primers aleatorios, siguiendo las recomendaciones

del fabricante.
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PCR cuantitativa en tiempo real

Las muestras se analizaron utilizando el kit maestro Fs Universal Sybr Green Master Rox
(cat. 04913850001, Roche) en un sistema de PCR en Tiempo Real CFX96TM TOUCH (Bio-
Rad, Hercules) bajo condiciones de amplificacion estandar, seguido de un analisis de curva
de fusion. Al finalizar cada corrida se analizd la presencia de un Unico producto de
amplificacién mediante andlisis de curva de melting en condiciones estandar. El valor de
umbral de Ct fue normalizado utilizando el gen de referencia (GAPDH, Gliceraldehido 3-
fosfato). Los datos son presentados como veces mds de expresion (fold change) entre las
dos subpoblaciones de fibroblastos. Las secuencias de primers se muestran en la Tabla 7.
Se estudié la expresion de genes de stemness (auto-renovacidon y multipotencialidad,
particularmente diferenciacién osteobldstica), asi como genes relacionados con la
regulacion de la osteoclastogénesis, capacidad de migracion y evolucién tumoral (OCT4,
SOX2, MCAM (CD146), VCAM, BMP-6, RUNX2, CCL-2, RANKL, IL-6, TNC). Los experimentos

se realizaron por duplicado para cada muestra.

Gen Secuencia Forward (5”’->3"") Secuencia Reverse (5”->3"’)
GADPH CCACATCGCTCAGACACCAT CATGGGTGGAATCATATTGGA
SOX2 AGCTACAGCATGATGCAGGA GGTCATGGAGTTGTACTGCA
OCT-4 AGCGAACCAGTATCGAGAAC TTACAGAACCACACTCGGAC

MCAM (CD146) TGAGGAGGTCGCTACCTGTGT GACTCCACAGTCTGGGACGA
VCAM1 (CD106) GGGAAGATGGTCGTGATCCTT TCTGGGGTGGTCTCGATTTTA

BMP2 TCCATGTGGACGCTCTTTCA GGTCGACCTTTAGGAGACCG
BMP6 TTGTGAACCTGGTGGAGTACG TCACCCTCAGGAATCTGGGAT
BMP7 GCTTCGTCAACCTCGTGGAA AACCGGAACTCTCGATGGTG
FGF10 GTGCGGAGCTACAATCACCT GCTGACCTTCCCGTTCTTCT
RUNX2 CACAAGTGCGGTGCAAACTT GGTAGTGACCTGCGGAGATT
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CCL-2 GAAAGTCTCTGCCGCCCTT GGCATTGATTGCATCTGGCTG

IL-6 TTCCAAAGATGTAGCCGCCC CTGAGATGCCGTCGAGGATG
TNFSF11 (RANKL) AAACAGGCCTTTCAAGGAGC ACCATCGCTTTCTCTGCTCT

TNC TCTTGAAGGCAGGCGCAAAC CCAAATGCCCAGGTGTGGACCGAT

Tabla 7. Detalles de las secuencias de primers de dcido desoxirribonucleico utilizadas en el estudio.
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, SOX2: factor de transcripcion SRY caja-2, OCT4:
factor de transcripcion 4 de union a octdmeros, MCAM (CD146): molécula de adhesion celular de
melanoma, VCAM1 (CD106): molécula de adhesion celular vascular 1, BMP2: proteina
morfogenética dsea 2, BMP6: proteina morfogenética dsea 6, BMP7: proteina morfogenética dsea
7, FGF10: factor de crecimiento de fibroblastos 10, RUNX-2: factor de transcripcion 2 relacionado
con runt, CCL-2: ligando quimioatrayente de monocitos 1, IL-6: interleuquina 6, TNFSF11 (RANKL):
miembro 11 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral y TNC: tenascina C.

Estudio de estrés oxidativo [especies oxigenadas reactivas mitocondriales (anién superdxido)

y especies oxigenadas reactivas totales]

Una suspension celular con un total de 2X10°> células (5% subcultivo) de las
subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) fueron centrifugadas a 250 g durante
10 min a TA. Posteriormente, fueron resuspendidas en 200 ul de PBS 1 y centrifugadas
nuevamente a 250 g durante 10 min. Los niveles de ROS total y mitocondrial fueron
detectados utilizando los colorantes fluorescentes CellROX Oxidative Stress Reagents (cat.
C10444, Thermo Fisher) y MitoSOXTM Red (cat. M36008, Molecular Probes, Invitrogen™),
respectivamente. Las dos fracciones celulares fueron incubadas con 250 ul de CellROX o 500
ul de MitoSOX™ durante 30 min a 37°C en la oscuridad. Posteriormente, fueron
centrifugadas a 250 g durante 10 min y re-suspendidas en 400 ul de PBS. Las células fueron
incubadas durante 5 min con 5 pg/ml de DAPI a TA en la oscuridad. Finalmente, fueron
centrifugadas a 250 g durante 10 min y re-suspendidas en 400 pl de PBS. La intensidad
fluorescente fue analizada por citometria de flujo (FACScanto IlI; Becton Dickinson),
seleccionando la intensidad media de fluorescencia en células viables (negativas para DAPI)
en el canal de fluorescencia correspondiente (FITC para CellROX y PE para MitoSOX™). Por
lo tanto, la intensidad fluorescente de la sonda MitoSOX (excitacidon A: 510 nm; emision A:

580 nm) fue evaluada en el canal rojo, la de la sonda CellROX (excitacién A: 508 nm; emisidn

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNFSF11&keywords=RANKL

Pagina |78

A: 527 nm) en el canal verde, solo en células viables, seleccionadas como células negativas
para DAPI (excitacion A: 340 nm; emisién A: 461 nm), en el canal azul. Los resultados fueron
analizados utilizando el software Flowlo (v. X, Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). Los

experimentos se repitieron dos veces para cada muestra.

Estudio de senescencia celular (B-galactosidasa)

Una incubacion de 1X10* células (5% subcultivo) por pocillo, derivadas de las
subpoblaciones CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-), se realizé en placas de 24 pocillos
(4430300, Orange Scientific). Después de 24 hr, los cultivos fueron lavados con PBS vy
posteriormente incubados durante 72 hr en medio a-MEM-sup con la adicion de un 20% de
SBF. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS y fijadas con una solucién que
contenia 37% vol/vol de formaldehido (cat. 47608, Sigma), 25% vol/vol de glutaraldehido
(cat. G7651, Sigma) y PBS durante 5 min a TA. Se realizaron lavados adicionales con PBS, y
las células fueron incubadas durante 16 hr a 37°C sin CO; con una solucion fresca de tincion
SA-B-gal [1 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranosido (X-Gal; cat.
11680293001, Sigma) (150 mM de NaCl, 2 mM de MgCl,, 40 mM de buffer acido
citrico/fosfato de sodio (pH 6), 5 mM de ferrocianuro de potasio y 5 mM de ferricianuro de
potasio, cat. 11680293001, Sigmal]. Las células tefiidas fueron visualizadas y fotografiadas
utilizando un microscopio invertido Olympus CKX41 (Olympus, Shinjuku-ku, Tokio, Japdn)
con un objetivo de 20X/0,4 y una camara Olympus Q-Color 5. Los experimentos se repitieron

dos veces para cada muestra.

Estudio del secretoma

Se utilizé un pool de 10 muestras de MCo recogidas a las 48 hr del 5% subcultivo de

ambas subpoblaciones fibroblasticas, en ausencia de SBF. Estos MCo fueron liofilizados para
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concentrar los factores secretados por ambas fracciones celulares, siguiendo las
instrucciones del fabricante (cat. Modulyod 115, Thermo, Thermo Fisher). Los liofilizados
fueron resuspendidos en 4 ml de H,0 estéril (cat. 956-A, Rivero). La concentracion proteica
fue determinada por el método Bradford [173] utilizando BSA (cat. sc-2323, Santa Cruz)
como estandar. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% de poro, en condiciones reductoras, con una carga de 30 pg de
proteinas por calle. La corrida se realizé durante 60 min a un voltaje constante de 100 V
hasta que el frente de corrida se posiciond a 1 cm por debajo del gel de stacking.
Inmediatamente después de la corrida, los geles fueron incubados con un buffer fijador
compuesto por 50% v/v de metanoly 2% v/v de acido fosforico (cat. 93752, Sigma) en H,0q,
agitando durante 5 hr a TA. Posteriormente, se realizaron tres lavados con H,0q4 y los geles
fueron incubados con un buffer de equilibrado compuesto por 33% v/v de metanol, 17%
p/v de sulfato de amonio (cat. AX1385, Sigma) y 3% v/v de acido fosférico en H,04, agitando
durante 1 hr a TA. Finalmente, se afiadid Coomassie Colloidal (cat. 1610803, BioRad) al
mismo buffer de equilibrado a una concentracién final de 0,066%, y los geles fueron

incubados durante la noche con agitacion a TA.

Para desteiir los geles, se realizaron tres lavados con H,O4 y se cortaron las bandas de
poliacrilamida (cada una conteniendo una banda de proteina correspondiente al secretoma
de cada subpoblacion de fibroblastos) usando un bisturi estéril. El estudio se realizé por
triplicado. El analisis protedmico se llevé a cabo por el Centro de Estudios Quimicos y
Bioldgicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM) - Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales - UBA, a través del método protedmico LFQ (cuantificacién de proteinas sin
etiquetas). Los patrones se obtuvieron del analisis en un espectrémetro de masas HESI-
Orbitrap Q Extractive (Thermo Fisher). Los espectros brutos obtenidos fueron analizados
utilizando el software Proteome Discoverer (Thermo Scientific, v. 2.2) para la identificacidn
de proteinas. Basandose en los datos brutos de espectrometria de masas, el servicio de
espectrometria de masas proporciond un informe por grupo indicando las proteinas
identificadas para ese grupo y los péptidos utilizados para dicha identificacidn, utilizando la

base de datos Uniprot. Se buscaron diferencias estadisticamente significativas en las
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abundancias relativas entre los dos grupos analizados [fibroblastos CD105(+)/CD34(-) vs
fibroblastos CD105(-)/CD34(-)] utilizando el software Perseus (v2.0.11, disponible en
https://maxquant.net/perseus/). Las proteinas expresadas se organizaron en redes basadas
en sus asociaciones utilizando el software String en linea (disponible en https://string-

db.org/).

Efecto del pool de medio condicionado de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+) /
CD34 (-) y CD105(-)/CD34(-) en células tumorales de mama humana de las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB231

Migracion de células tumorales de mama

Para evaluar la capacidad de migracion celular, se empled el ensayo de cicatrizacion de
heridas, donde el cierre de la herida sirvid6 como indicador de motilidad celular segun
describieron Yang et al. [174]. Brevemente, las células tumorales se sembraron a una
densidad de 6 x 10%células/pocillo y se cultivaron en medio DMEM/F12-sup y con rojo fenol,
anteriormente descripto, en placas de 12 pocillos (cat. JBF-TCP011012, Jetbiofil) a 37 °C, 5
% de CO2 y humedad hasta alcanzar la confluencia. Luego los cultivos se lavaron con PBS y
se sometieron a un periodo arresto sin SBF durante 24 hrs. Esta técnica implicod crear
multiples “heridas” en monocapas celulares completamente confluentes de las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB231. Después de crear la herida, el medio se reemplazé
completamente para eliminar cualquier residuo celular. Para el ensayo, se utilizé un pool
de 10 muestras de MCo recogidas a las 48 hr del cultivo de ambas subpoblaciones de
fibroblastos del 5% subcultivo sin SBF. Posteriormente, los cultivos fueron expuestas a los
diferentes MCo de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-), asi como a a-MEM-
sup con 10% de SBF (control positivo) y a-MEM-sup solo (control basal, incubado durante
48 hr a 37°C, 5% CO; y humidificacién). La cuantificacién de la migracion celular se realizo
midiendo la variacion en el ancho de la herida entre el tiempo 0 (TO) y 12 horas (T12). Las

areas de las imagenes se calcularon utilizando el software Imagel, determinando el
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porcentaje de drea ocupada en relacién con la herida original (T0). Cada ensayo se realizd

por duplicado utilizando MCo puro, y el experimento se repitid 7 veces.

Viabilidad de las células tumorales de mama como una medida indirecta de la capacidad

de proliferacion

El mismo protocolo utilizado para los fibroblastos se aplicd a las células tumorales de
mama. Se cultivaron 5x103 células tumorales de mama de las lineas celulares MCF-7 o MDA-
MB231 en placas de 96 pocillos bajo condiciones adherentes durante 24 hr y condiciones
de arresto durante 48 hr a 37°C, 5% CO; y humidificacion. El medio de cultivo consistid en
DMEM/F12-sup sin rojo fenol, con un 10% de SBF para las condiciones adherentes y sin SBF
para las condiciones de arresto. Después de este periodo de incubacion, las células fueron
incubadas durante 48 hr adicionales con los siguientes tratamientos: i) 100% de MCo
obtenido de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-), ii) 100% de MCo obtenido fibroblastos
CD105(-)/CD34(-), iii) a-MEM suplementado con 10% de SBF (control positivo) y iv) a-MEM
suplementado solo (control basal, incubado durante 48 hr a 37°C, 5% CO> y humidificacién).
Los pasos subsiguientes se llevaron a cabo como se describié anteriormente. Finalmente,
se obtuvo el valor de DO de cada muestra restando el valor de DO del control basal de su
valor de muestra respectivo. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y el ensayo

se repitid cuatro veces.

Expresion génica en células tumorales de mama

Se realizé el mismo procedimiento para la extraccién de RNA y la posterior transcripcion
inversa a cDNA en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB231, seguido de PCR Cuantitativa
en Tiempo Real. Antes de la extraccion de RNA, las lineas celulares fueron tratadas durante
48 hr con el pool de MCo correspondiente a los fibroblastos CD105(+)/CD34(-), fibroblastos

CD105(-)/CD34(-) y a-MEM suplementado solo (como control basal, incubado durante 48
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hr a 37°C, 5% CO2 y humidificacion). Se estudié la expresion de genes de plasticidad,
centrdandose en auto-renovacion y multipotencialidad, particularmente diferenciacién
osteoblastica [incluidos OCT-4, SOX2, BMP2, BMP-6, FGF10, RUNX-2 y TNFSF11 (RANKL);
ver Tabla 7). Los experimentos se realizaron por duplicado para cada muestra y el ensayo

se repitid 7 veces.

Analisis Estadistico

El andlisis se realizd consistentemente entre las dos subpoblaciones fibroblasticas: los
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y los fibroblastos CD105(-)/CD34(-). Los resultados se
expresaron como la media + error estdndar (ES) cuando fue apropiado. La prueba de
Shapiro-Wilk para la normalidad se utilizé para determinar si los datos estaban distribuidos
normalmente y luego se analizaron con la prueba correspondiente. Para datos
parameétricos, las diferencias entre grupos se evaluaron utilizando el test “t” de Student no
apareado, con correccion de Welch cuando fue necesario. Se realizé un ANOVA de dos vias
para comparaciones multiples, seguido de comparaciones multiples post hoc utilizando el

método de Bonferroni.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6 (versién 6.01,
GraphPad Software, La Jolla CA, USA). Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas cuando p < 0,0500.
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RESULTADOS

PARTE A

Andlisis de la expresion de la firma génica correspondiente a células fibroblasticas (FSP y FAP
positivas) con caracteristicas stemness (CD90, CD73 y CD105 positivas) en el tejido mamario

tumoral y normal

Para validar los resultados previos de nuestro laboratorio, se llevd a cabo un estudio de
expresion génica de posibles CAFs en el microambiente tumoral mamario utilizando bases
de datos obtenidas de chips de genes. Al realizar un andlisis génico multiple [FAP, THY1
(CD90), NT3E (CD73), S100A4 (FSP) y ENG (CD105)], encontramos que tanto el tejido
mamario normal como el tumoral expresaban estos genes, lo que sugiere la presencia
potencial de células que expresan CD90, CD73, CD105, FAP y FSP en ambos tipos de tejido.
Aunque no podemos afirmarlo con certeza, esta similitud en el perfil de expresién se
asemeja al fenotipo de las MSCs o CAFs derivadas de ellas. Sin embargo, como se muestra
en la Figura 8, observamos una diferencia significativa en la expresiéon de estos genes entre
el tejido no neoplasico y el tumoral mamario (p=4,58?°). Se encontrd que el tejido tumoral
exhibe una expresién media mds elevada en comparacion con el tejido no neoplasico, con
un porcentaje de incremento (fold change) de 1,52. En otras palabras, la expresion génica
de los genes analizados es, en promedio, 1,52 veces mayor en el tejido tumoral mamario
que en el tejido normal, lo que indica un aumento en la expresién génica asociado con la

transformacién tumoral (Figura 8).
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Figura 8. Boxplots (A) y violin plots (B) de las expresiones génicas de ENG, THY1, NT5E, FAP y
S100A4 en tejido normal (en verde) y en tumores mamarios (en rojo). La expresion génica se evalué
utilizando datos de arrays génicos obtenidos de la plataforma bioinformdtica TNMplot. ENG: gen
que codifica para la proteina endoglin (CD105), THY1: gen que codifica para antigeno de
diferenciacion timica 1 (CD90), NT5E: gen que codifica para ecto-5"-nucleotidasa (CD73), FAP: gen
que codifica para proteina activadora de fibroblastos (FAP), S100A4: gen que codifica la proteina
FSP1 (Proteina especifica de fibroblasto-1).

Estudio de la expresién de CD105 en las células estromales fusiformes, no asociadas a

vasculatura

Posteriormente, se realizd un andlisis inmunohistoquimico de doble marcacién
CD105-CD34 para asegurar que las lecturas se obtuvieran especificamente de células
estromales fusiformes no asociadas con la vasculatura (negativas para CD34) (CAFs). Este
enfoque permitié descartar la posibilidad de falsos positivos al identificar erréneamente
progenitores endoteliales. El analisis demostrd que las células estromales fusiformes, no
asociadas con la vasculatura, eran positivas para CD105 y no mostraban tincion de CD34

(Figura 9).
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Figura 9. Expresion de CD105 y CD34 en células estromales del tumor primario de pacientes con
cdncer de mama. Panel superior: Doble inmunohistoquimica para CD105 y CD34 (detectados por
cromdégeno marrdn y rojo, respectivamente) muestra un ejemplo representativo de tincion conjunta
de CD105 y CD34 en células endoteliales () y tincion exclusivamente positiva para CD105 en células
estromales evaluadas () del tejido del tumor primario de una paciente con cdncer de mama. Panel
inferior: Controles negativos de isotipo de la doble marcacion (IgG de cabra y IgG de raton). Los
ndcleos se tifieron con hematoxilina (purpura). Aumento original: x200. Las barras de escala
representan 200 um y 100 um en el recuadro.
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De un total de 350 PCM diagnosticadas con cancer de mama ductal infiltrante (estadios I/1l),

se encontré que 113 muestras (32%) presentaban una alta expresion de CD105 (Figura 10A).

A.

PCM con baja expresion n (%) PCM con alta expresion n (%) p
Todos los subtipos 237 (68%) 113 (32%) -
Luminal A 145 (49%) 64 (31%) 0,4180
Luminal B 67 (66%) 34 (34%) 0,8010
TNBC 18 (72%) 7 (28%) 0,8250
Sobreexpresion HER2/neu 7 (47%) 8 (53%) 0,0920
B ’ 100+
Alta expresion de CD105
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Figura 10. Expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al tumor del cdncer de mama y sus
diferentes subtipos moleculares. A. Tabla que muestra la expresion de CD105 en los fibroblastos
asociados al cancer (CAFs) de nuestra cohorte de 350 pacientes, tanto en total como especificando
en cada subtipo molecular del cdncer de mama. B. Asociacion de la expresion de CD105 en CAFs con
diferentes subtipos de cdncer de mama. Se utilizé la prueba exacta de Fisher para evaluar la
asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: numero de pacientes. Cohorte de 350 pacientes
cdncer de mama. El histograma representa la asociacion de la expresion de CD105 en estas células
estromales con diferentes subtipos de cdncer de mama. PCM: pacientes con cdncer mama; TNBC:
cdncer de mama triple negativo.
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La presencia de CD105 no mostrd una asociacion significativa con un subtipo molecular
particular de cancer de mama (Figura 10 A y B). La distribucidn de la expresién de CD105
en todas las pacientes individualizadas se muestra a través de un heatmap (Figura 11),

incluyendo las PCM con/sin ocurrencia de metastasis (0sea, visceral y mixta).

Luminal A
Luminal B+ 1

TNBCH

O=NWhOO~

Sobreexpresion Her2/neu
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118 127 136 145 154 163 172 181

— Metastasis 0sea Metastasis visceral — Metastasis mixta

Figura 11. Expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer de tumores de pacientes
con cdncer de mama y sus diferentes subtipos moleculares. Mapa de calor que ilustra la
distribucion de la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer todas las muestras
incluidas en el estudio, incluyendo casos con metdstasis dseas (), viscerales (¢) y mixtas (¢). TNBC:
cdncer de mama triple negativo

Andlisis de las asociaciones de los datos de expresion de CD105 en las células estromales
fusiformes, no asociadas a vasculatura, con los datos de los parametros de prondstico clasicos

del cancer de mama, asi como también con otros datos clinico-patolégicos

Se encontrd que la expresidon de CD105 estaba significativamente asociada con la edad
de la paciente (p = 0,0260; Tabla 8). El 42,22% de las pacientes menores de 50 afios
presentaban una alta expresion de CD105, mientras que el 28,85% de las pacientes de 50
afios 0 mas tenian una alta expresion de CD105 (Tabla 8). Ademds, se observd que la
expresion de CD105 estaba significativamente asociada con el tamafo del tumor en
nuestras PCM (p = 0,0010; Tabla 8). El 43,65 % de las PCM con un tamafio de tumor >2 cm
presentaban una alta expresiéon de CD105, mientras que el 25,89% de las PCM con un

tamafio de tumor <2 cm también tenian una alta expresién de este marcador (Tabla 8).
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No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la asociacidn de la expresidn de
CD105 con otros parametros clasicos como el estado de RE, RP, HER2/neu, el grado
histolégico y el estado de los ganglios linfaticos regionales (Tabla 8). Sin embargo, la alta
expresion de CD105 se asocid significativamente con un mayor riesgo de desarrollar
metastasis (p = 0,0003; Tabla 8). Las PCM con alta expresiéon de CD105 presentaron una
tasa de ocurrencia metastasica del 35%, mientras que el grupo con baja expresiéon de CD105
tuvo solo un 16% de eventos metastdsicos. Ademads, se observd que sélo el 27,21% de las
PCM con una expresion elevada de CD105 no presentaron metdstasis, en contraste con el
72,79% de las PCM que mostraron una baja expresién de CD105 (p= 0,0003; Tabla 8). Al
analizar la expresion de CD105 considerando el sitio de metastasis, se encontrd que el
89,66% de las PCM con metdastasis désea tenian una alta expresion de CD105 (p = 0,0002;
Tabla 8). Dentro del grupo de PCM con alta expresion de CD105, el 23% tuvo metdstasis
6seas, mientras que en el grupo de PCM con baja expresiéon de CD105, solo el 1%
experimento este evento. No se encontré una asociacion significativa entre la expresién de
CD105 y otros sitios de metastasis, como viscerales y/o mixtas (6sea y visceral simultaneas),

asi como entre la expresion de CD105 y la recidiva local (Tabla 8).
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Caracteristicas clinico-patoldgicas - CD105
Baja Alta p
n % n %
Edad (afos) <50 52 57,78 38 42,22  0,0260
>50 185 71,15 75 28,85
Tamaio tumoral (cm) <2 166 74,11 58 25,89 0,0010
>2 71 56,35 55 43,65
RE Negativo 25 56,82 19 43,18 0,1200
Positivo 212 69,28 94 30,72
RP Negativo 39 65,00 21 35,00 0,6500
Positivo 198 68,28 92 31,72
HER2/neu Negativo 203 69,76 88 30,24 0,0920
Positivo 34 57,63 25 42,37
Grado histolégico Gl 23 78,38 8 21,62 0,3580
G2 123 66,49 62 33,51
G3 85 66,41 43 33,59

Metastasis en Ganglios linfdaticos Negativo 169 70,42 71 29,58 0,1390
Positivo 68 61,82 42 38,18

Recidiva local Negativo 209 67,42 101 32,58 0,8580
Positivo 28 70,00 12 30,00

Ocurrencia de metastasis Negativo 198 72,79 74 27,21  0,0003
Positivo 39 50,00 39 50,00

Ocurrencia de metastasis dsea Negativo 234 72,90 87 27,10 0,0002

Positivo 3 10,34 26 89,66
Ocurrencia de metastasis visceral Negativo 206 66,67 103 33,33 0,2890

Positivo 31 75,61 10 24,39
Ocurrencia de metastasis mixta Negativo 232 67,84 110 32,16 0,7160

Positivo 5 62,50 3 37,50
Tabla 8. Asociacion de la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer con las
caracteristicas clinico-patolégicas (marcadores prondsticos cldsicos), recidiva local, ocurrencia de
metdstasis, ocurrencia de metdstasis 0sea, ocurrencia de metdstasis visceral y ocurrencia de
metdstasis mixta en 350 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano. Se utilizé la
prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: numero
de pacientes. Cohorte de 350 pacientes cancer de mama.RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de
progesterona, HER2/neu: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
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La expresion de CD105 también se asocid con el niumero de focos metastdsicos por
organo, tanto en general como en hueso (p = 0,0010 y p = 0,0007; respectivamente) (Tabla
9). Se encontrd que las PCM con alta expresion de CD105 presentaban multiples focos
dentro del mismo 6rgano (Tabla 9). Este mismo patron también se observd al analizar el

sitio metastasico 6seo (Tabla 9).

Caracteristicas del foco metastasico

Expresion #PCM con 1 #PCM con 22 #PCMcon1l #PCM con 22
de CD105 n foco focos p foco oseo focos oseos p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Baja
237 15 (6,32%) 24 (10,12%) 0 (0,00%) 3(1,26%)
expresion
0,0010 0,0007
Alta
113 11(9,73%) 28 (24,77%) 6(5,30%)  20(17,69%)
expresion

Tabla 9. Asociacion de la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cancer con el
numero de focos metastdsicos por érgano en general y el nimero de focos metastdsicos 6seos en
350 pacientes con cancer de mama ductal infiltrante temprano. Se utilizé la prueba exacta de Fisher
para evaluar la asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: numero de pacientes. Cohorte
de 350 pacientes cdncer de mama.

Al estudiar la expresion de CD105 en estos fibroblastos y relacionarla con la evolucion de
las PCM a lo largo del tiempo, se encontré que la expresion de CD105 se asocié
significativamente con el MFS, particularmente con el BMFS y la OS (p = 0,0001, p = 0,0002
y p = 0,0001; respectivamente) (Figura 12B, C y F). Las PCM con alta expresion de CD105
presentaron un MFS mas corto (169,59 + 9,55 meses), un BMFS mas corto (186,65 + 10,53
meses) y una OS menor (178,03 + 8,99 meses) en comparacidn con el grupo de pacientes
con baja expresion de CD105 (203,16 + 5,60; 261,37 + 1,50 y 226,28 + 6,81 meses,

respectivamente) (Tabla 10).

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello



Pagina |91 (

104 L e N .
g HT !
e
Lo hY
09+ L
0,5 )
s w Thay
3 o " E I'_"—lo—-«-_‘_
]
2 o bt —
a ® o]
“ 064 E
@
© p=0,5120 s p = 0,0001
2 2
= S0,
o 047 =04
-]
a -
H £
2 )
i 2
02 co10s " o2 cDI10S
__r ) Baja expresién __r1Baja expresion
11 Alta expresidn Aha expresion
- Daja expresidn-censuraco -+ Daja sxpresidn-censurado
- Ata expreu’n’n-l:enturadﬂ 00— -+ Alta expmsl:’m«:ensuraﬂn
004 o
T T T T T T H g ! i H !
000 50,00 100,00 150,00 200 00 250,00 0,00 50,00 100 00 150,00 200,00 250 00
Tiempo (meses) Tiempo (meses)
C. D.
109 i L ey W
%
ey —
I
g s :
08 © 05
-g Hit#H i
- >
- e H 2
= w
B op- g 06
5 .
E p =0,0002 w p=0,5820
2 .
@ 04 © g4
= g
= 2
g K
o
£ 02 cDI0s E 02 col0s
Lol 1 Bala expresién E 1 1 Bala expresién
I Aka expresian 171 Alta expresion
-+ Baia expresién-censurado -+ Baja expresién-censurado
0,0 - Aka expresion-censurada 0,0 -+ Alta expresion-censuracec
T T T T T T 1 T T T T T Al
0,00 40,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300.00 000 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Tiempo (meses) Tiempo (meses)
E. F.
107 ra—— 1,0
s
)
8
ELES 05
£
4
]
L}
.ﬁ 0,5+ 2 o5
- >
2 p =0,6450 [
a
L] ]
@ 0.4 LR
=
=2
2
E 5o CD105 02+ CD105
i% 1) Baija expresién __I Baja expresién
I Alta expresion I Aka expresion
-+ DBaia expresion-censurado -+ Baia expresién-censuracio
-t Alta expresion-censurado <~ Akaexpresidn-censurado
0,0 0.0
1 1 T |l I T - T T U T 1 T T |l
000 50,00 100,00 150,00 200,00 25000 300,00 0,00 50,00 100.00 150,00 200,00 250,00 300,00
Tiempo {(meses) Tiempo (meses)

Figura 12. Asociacion de la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cancer con el
tiempo libre de recidiva local, tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de metdstasis dseas,
tiempo libre de metdstasis viscerales, tiempo libre de metdstasis mixtas y sobrevida global
en pacientes con cdancer de mama ductal infiltrante temprano. Curvas de Kaplan-Meier
(andlisis univariado) marcadas en verde representan datos de muestras con alta expresion de
CD105, mientras que las curvas azules representan muestras con expresion negativa/baja de
CD105. Se utilizé la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de Kaplan-Meier.
*valor de p < 0,0500. Pacientes con cancer de mama: 350
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. CD105
Tiempos

Baja expresion Alta expresién p
RFS (meses) 203,16 + 5,60 207,85 £ 13,03 0,5120
MFS (meses) 205,40 £ 5,29 169,59 + 9,55 0,0001
BMFS (meses) 261,37 + 1,50 186,65 + 10,53 0,0002
VMEFS (meses) 211,66 + 4,97 222,96 + 6,04 0,5820
MMFS (meses) 259,12 + 2,16 236,92 + 3,45 0,6450
OS (meses) 226,28 + 6,81 178,02 + 8,99 0,0001

Tabla 10. Asociacion de la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer con el tiempo
libre de recidiva local, tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de metdstasis déseas, tiempo libre
de metdstasis viscerales, tiempo libre de metdstasis mixtas y sobrevida global en pacientes con
cdncer de mama ductal infiltrante temprano. La tabla muestra detalles de tiempo libre de recidiva
local (RFS), tiempo libre de metdstasis (MFS), tiempo libre de metdstasis dseas (BMFS), tiempo libre
de metdstasis viscerales (VMFS), tiempo libre de metdstasis mixtas (mix MFS) y sobrevida global (OS)
que corresponden a los grupos de baja y alta expresion de CD105. Valores expresados como media
+ error estandar (X£ES). Se utilizo la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de
Kaplan-Meier. * valor de p < 0,0500. Pacientes con cdncer de mama: 350

Asociacion entre marcadores prondsticos clasicos y la progresion del tumor

El andlisis univariado de los marcadores prondsticos clasicos, junto con otros datos
clinico-patoldgicos de las PCM, reveld asociaciones significativas con el prondstico en
nuestra cohorte. La ausencia de RE, de RP, tumores de tamaiio superior a 2 cm, grado
histoldgico alto (G3) y la presencia de micro/macrometastasis en los ganglios linfaticos
regionales se asociaron de manera significativa con un peor pronéstico. El estado de RE
negativos se asocid con la ocurrencia de metastasis, tanto éseas como viscerales (Tabla 11).
Al respecto, las PCM con RE negativos mostraron una reduccidn significativa en los tiempos
de MFS, BMFS, VMFS y OS (Figura 13). De manera similar, el estado del RP se asocid con la
ocurrencia de metastasis, dseas y viscerales (Tabla 11). Aquellas PCM con tumores RP
negativos presentaron una disminucidn en el tiempo de MFS, BMFS, VMFS, y una menor OS
(Figura 14). Ademas, se observd que los tumores con un tamafio superior a 2 cm se
relacionaron con la presencia de metdstasis, indistintamente del sitio en que ocurrieran
(Tabla 11). De esta forma, las PCM con tamafio tumoral grande (>2 cm) mostraron una

reduccion en el tiempo de MFS, BMFS, VMFS, mixMFS y OS (Figura 15). Por otro lado, los
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tumores con grado histolégico pobremente diferenciado (G3) también se asociaron tanto
con la ocurrencia de metastasis dseas, viscerales y/o mixtas, asi como con sus respectivos

tiempos y OS. (Tabla 11y Figura 16).

Respecto al estudio de la relacidon entre los marcadores prondsticos clasicos y las
caracteristicas del estroma tumoral, tales como el porcentaje de estroma, la abundancia de
fibroblastos, deposicion de colageno, desmoplasia, cambios mixoides, infiltraciéon
linfocitaria, microcalcificaciones anarquicas y la vascularizacién sanguinea y/o linfatica, no

se encontraron asociaciones significativas (Datos no mostrados).

. Ocurrencia de Ocurrencia de Ocurrencia de Ocurrencia de
. ., Recidiva local . . . . . .. . S
Caracteristicas clinico- metastasis metastasis 0sea metastasis visceral metastasis mixta
patoldgicas - - - . -

Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
n % P n % P n % P n % P n %

Edad (afios) <0 9 10,00 0,7041 22 24,44 0,5602 9 10,00 0,5081 10 11,11 1,000 333 0,4294
250 31 11,92 56 21,54 20 7,69 31 11,92 5 1,92

] <

Tamafio  tumoral <2 23 10,27 0,3844 29 12,95 0,0004 11 491 0,0040 16 7,14 0,0011 2 0,89 0,0287
(cm) >2 17 13,49 49 38,89 18 14,29 25 19,84 6 4,76

RE Nega-atAWO 8 18,18 0,1342 21 47,73 0,0006 8 18,18 0,0180 11 25,00 0,0090 2 4,55 0,2653
Positivo 32 10,46 57 18,63 21 6,86 30 9,80 6 1,96

RP Neg?t.wo 11 18,33 0,0750 24 40,00 0,0012 9 15,00 0,0462 13 21,67 0,0149 2 3,33 0,6290
Positivo 29 10,00 54 18,62 20 6,90 28 9,66 6 2,07

HER2/neu Negativo 29 9,97 = g1 62 2131 5515 23 790 onaz 31 1065 1003 8 275 a6y
Positivo 11 18,64 16 27,12 6 10,17 10 16,95 0 0,00
G1 2 5,41 3 811 0 0,00 3 8,11 0 0,00

Grado histoldgico G2 19 10,27 0,2517 32 17,30 0,0003 12 6,49 0,0150 16 8,65 0,0650 4 2,16 0,6712
G3 19 14,84 43 33,59 17 13,28 22 17,19 4 3,13

MetaftaSI.s B en Negfnt}vo 24 10,00 0,2770 46 19,17 0,0520 16 6,67 0,1428 26 10,83 0,4764 4 1,67 0,2666
ganglios linfaticos Positivo 16 14,55 32 29,09 13 11,82 15 13,64 4 3,64

Tabla 11. Asociacion de los marcadores prondsticos cldsicos con datos clinico-patoldgicos de las
pacientes con cdncer de mama. La tabla muestra los resultados de la asociacion entre la edad de
la paciente, tamafio tumoral, estado del receptor de estrogenos (RE), de progesterona (RP) y del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu), el grado histolégico (G1:
diferenciado, G2: moderamente diferenciado, G3: pobremente diferenciado) y metdstasis en
ganglios linfdticos regionales de la mama con la presencia de recidiva local, ocurrencia de
metdstasis, ocurrencia de metdstasis 6sea, ocurrencia de metdstasis visceral y/o ocurrencia de
metdstasis mixta en 350 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano. Se utilizo la
prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: nimero
de pacientes. Cohorte de 350 pacientes cdncer de mama.
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Figura 13. Asociacion entre la presencia del receptor de estrogénos en el tumor mamario con el
tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de metdstasis éseas, tiempo libre de metdstasis viscerales
y sobrevida global en pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano. Curvas de
Kaplan-Meier (andlisis univariado) marcadas en verde representan datos de muestras con presencia
del receptor de estrogenos (RE), mientras que las curvas azules representan muestras con ausencia
del RE. Se utilizoé la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de Kaplan-Meier. *
valor de p < 0,0500. Pacientes con cdncer de mama: 350
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Figura 14. Asociacion entre la presencia del receptor de progesterona en el tumor mamario con el
tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de metdstasis 6seas, tiempo libre de metdstasis viscerales

y sobrevida global en pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano.

Curvas de

Kaplan-Meier (andlisis univariado) marcadas en verde representan datos de muestras con presencia
del receptor de progesterona (RP), mientras que las curvas azules representan muestras con
ausencia del RP. Se utilizé la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de Kaplan-
Meier. * valor de p < 0,0500. Pacientes con cdncer de mama: 350
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Figura 15. Asociacion entre el tamaio tumoral con el tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de
metdstasis dseas, tiempo libre de metdstasis viscerales, tiempo libre de metdstasis mixtas y
sobrevida global en pacientes con cdancer de mama ductal infiltrante temprano. Curvas de Kaplan-
Meier (andlisis univariado) marcadas en verde representan datos de muestras con tamafio tumoral
<2 cm, mientras que las curvas azules representan muestras con tamafio tumoral > 2 cm. Se utilizé
la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de Kaplan-Meier. * valor de p < 0,0500.
Pacientes con cdncer de mama: 350
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Andlisis de la expresidon de CD105 como factor prondstico independiente de ocurrencia de

metadstasis, particularmente metastasis dsea y sobrevida post-cirugia

El andlisis multivariado reveldé que la expresién de CD105 fue un predictor

independiente para los eventos de metdstasis, particularmente dsea, y sus respectivos

tiempos (MFS y BMFS), asi como también de la OS en nuestras pacientes con carcinoma

ductal infiltrante (Figura 17).

A. B

Razén de riesgos (HR) {95% IC) Pardmetros

Parametros

Razdn de riesgos (HR) {95% IC)

Grado histolégico e
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Figura 17. Andlisis multivariado de los pardmetros de prondstico cldsicos y no cldsicos evaluados
que estuvieron asociados significativamente con el tiempo libre de metdstasis, tiempo libre de
metdstasis 6seas y tiempo de sobrevida de las pacientes con cdncer de mama. El andlisis estadistico
se llevdé a cabo mediante un andlisis multivariado [Cox Proportional Hazards Model, Backward
Stepwise (Likelihood Ratio)]. I.C.: Intervalo de confianza; HR: razdn de riesgo. *p-value <0,0500.

Pacientes con cdncer de mama: 350. RE: receptor de estrégenos, RP: receptor de progesterona.
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Andlisis de las asociaciones entre la expresién de CD105 en las células estromales fusiformes,

no asociadas a vasculatura y otros datos del estroma tumoral mamario

En relacidn a las caracteristicas estromales evaluadas en las muestras de nuestras PCM,
la expresion de CD105 mostré asociaciones significativas con el porcentaje de estroma
intratumoral, la presencia de fibroblastos y el grado de desmoplasia (p = 0,0007; p = 0,0090
y p = 0,0280; respectivamente, como se muestra en la Tabla 12). De las PCM con una alta
expresion de CD105, el 63,72% mostrd un alto porcentaje de estroma intratumor, mientras
gue solo el 32,91% de las pacientes con baja expresidon presentd un alto porcentaje de
estroma intratumor (Tabla 12; Figura 18). Respecto a la abundancia de fibroblastos, la alta
expresiéon de CD105 se asocié con un mayor numero de fibroblastos intratumorales. El
61,06% de las PCM con alta expresion de CD105 mostraron un mayor numero de
fibroblastos, mientras que solo el 46,41% de las pacientes con baja expresion de CD105
mostraron una abundancia alta de fibroblastos (Tabla 12; Figura 18). Ademas, la expresion
de CD105 estuvo correlacionada con el grado de desmoplasia, con el 59,29% de las
pacientes con alta expresion de CD105 presentando desmoplasia severa, en comparacion
con el 44,73% en el grupo de baja expresién de CD105 (Tabla 12; Figura 18). Finalmente, la
expresion de CD105 se asocié con la abundancia de microcalcificaciones andrquicas en el
estroma tumoral mamario (Tabla 12; Figura 18), donde el 50,44% de las PCM con alta
expresiéon de CD105 presentaron abundantes microcalcificaciones andrquicas, mientras que

solo el 26,58% de las PCM con baja expresion de CD105 las presentaron (Tabla 12).
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Figura 18. Imdgenes representativas de la relacion entre las caracteristicas histoldgicas del tumor de
mama y la expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer. Se utilizd tincion con
hematoxilina y eosina para evaluar las caracteristicas histoldgicas del estroma en el tumor primario de
mama. Esta figura ilustra con flechas las muestras que exhiben diferentes niveles de estroma
intratumor, fibroblastos, desmoplasia, cambios mixoides, microcalcificaciones andrquicas, deposicion
de coldgeno, infiltracidn linfocitaria y vascularizacion sanguinea y/o linfdtica en relacion con la
expresion de CD105. Las imdgenes se capturaron a una magnificacion original de 200X, y las barras de
escala representan 200 um.
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CD105
Caracteristicas del estroma tumoral mamario . ., .,
Baja expresidon Alta expresion
n % n %
% estroma intratumor > 50 78 3291% 72 63,72%
’ p 0,0007
ia 11 19 1,069
% Fibroblastos Abundancia 0 46,41% 69 61,06%
P 0,009
Deposicion de coldaeno Abundancia 67 28,27% 36 31,86%
P 2 p 0,531
. . L. Abundancia 111 46,84% 56 49,56%
Infiltrado linfocitario
p 0,649
Desmonlasia Abundancia 106 44,73% 67 59,29%
P p 0,028
] .. Abundancia 17 7,17% 10 8,85%
Cambios mixoides
P 0,669
L. ; L. Abundancia 64 27,00% 35 30,97%
Vascularizacion sanguinea y/o linfatica
p 0,232
, epe s .. Abundancia 63 26,58% 57 50,44%
Microcalcificaciones andrquicas p 0.0161

Tabla 12. Asociacion entre caracteristicas histolégicas del estroma del tumor primario y la
expresion de CD105 en una cohorte de 350 pacientes cdncer de mama, en etapa temprana. Se
utilizé la prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500.
n: numero de pacientes. Cohorte de 350 pacientes cdncer de mama.

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello



Pagina | 102

Andlisis de las asociaciones entre la expresién de CD105 en las células estromales fusiformes,
no asociadas a vasculatura y las microcalcificaciones anarquicas evidentes en las mamografias
previas al diagndstico del tumor, asi como con la presencia de dolor dseo previo al desarrollo

de metastasis

La presencia de microcalcificaciones andrquicas se detecté antes de que el tumor se
hiciera visible en la mamografia (BI-RADS 3). Esto significa que las microcalcificaciones
andarquicas fueron identificadas durante estudios de mamografia de control rutinario.
Posteriormente, estas pacientes fueron diagnosticadas con carcinoma ductal infiltrante
(1/11). Una vez obtenido el taco de parafina del tumor, se confirmd la presencia de estas
microcalcificaciones en el estroma tumoral mamario mediante tincién con hematoxilina y
eosina tras la cirugia, tal como se describié anteriormente (Figura 18, Tabla 12). Por lo
tanto, de manera similar al anadlisis de las microcalcificaciones anarquicas en el tumor en
relacidn con la presencia de fibroblastos CD105(+), se observo que la expresion de CD105
en los fibroblastos del tumor primario estaba asociada con la presencia de
microcalcificaciones anarquicas en la mama, detectadas antes del diagndstico (p = 0,0008)
(Figura 19). Entre las PCM con alta expresion de CD105, el 54,87% presentaba
microcalcificaciones anarquicas previas al desarrollo del tumor, en comparacién con el

25,32% de las pacientes con baja expresiéon de CD105 (Figura 19).

Resulta fundamental destacar que el 100% de las PCM que presentaron
microcalcificaciones andrquicas detectadas en la mamografia mantuvieron la presencia de
dichas microcalcificaciones en el tumor. De las 62 PCM con alta expresién de CD105 que
mostraron microcalcificaciones anarquicas en la mamografia (Figura 19A), 57 (50,44%)
resultaron tener una abundante cantidad de microcalcificaciones en el tumor (Tabla 12),
mientras que solo 5 PCM (4,43%) presentaron escasas microcalcificaciones y 51 PCM

(45,13%) no presentaron microcalcificaciones anarquicas (Datos no mostrados).
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A.
CD105
Parametros evaluados Baja expresion Alta expresion
n % n %
Microcalcificaciones andrquicas en la Presencia 60 25,32% 62 54,87%
mama previas al diagnostico del tumor p 0,0008
Dolor dseo antes del evento metastdsico Presencia 5 2,11% 26 23,01%
dseo p 0,0007
B. C.
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Figura 19. Expresion de CD105 en los fibroblastos asociados al cdncer y su relacion con
microcalcificaciones mamarias andrquicas previas al diagndstico del tumor y con el dolor éseo. A.
Asociacion de la expresion de CD105 con la presencia de microcalcificaciones andrquicas en la mama
previas al diagndstico del tumor y dolor seo previo a la metdstasis dsea utilizando la prueba exacta
de Fisher para evaluar la asociacion entre variables. B. Representacion grdfica de la asociacion de la
expresion de CD105 con la presencia de microcalcificaciones andrquicas en la mama, previas al
diagndstico del tumor. C. Representacion grdfica de la asociacion de la expresion de CD105 con el
dolor dseo previo a la metdstasis ésea. * valor de p < 0,0500. n: numero de pacientes. Cohorte de

350 pacientes cdncer de mama.
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Continuando con nuestros resultados, también se encontré una asociacién significativa
entre la presencia de microcalcificaciones anarquicas y la ocurrencia de metastasis dseas.
Dentro de las pacientes que desarrollaron metdstasis dseas (29 de un total de 350
pacientes), el 62,07% presentaba microcalcificaciones anarquicas en la mama antes del
diagndstico del tumor (p=0,0002) (Tabla 14). Esta asociacién se mantuvo al analizar la
presencia de microcalcificaciones andrquicas en el estroma tumoral mamario. De las 29
PCM que desarrollaron metdstasis dseas, un 72,41% habia presentado microcalcificaciones

andarquicas en el estroma del tumor primario (Tabla 15).

Finalmente, nos interesd evaluar si existe asociacidn entre la expresiéon de CD105, la
presencia de microcalcificaciones anarquicas previas y/o post-diagndstico del tumor, y las
metastasis dseas con la presencia de dolor dseo. En principio, encontramos que 31 PCM del
total de 350 experimentaron dolor éseo. Este pardmetro clinico se asocid con la ocurrencia
de metastasis. De las PCM que desarrollaron metastasis dseas, el 75,86% experimentaron
dolor éseo previo a la deteccidn del evento metastasico, mientras que solo un 2,80% lo
experimentaron en ausencia de metastasis (p = 0,0006; Tabla 16). Al estudiar la relaciéon
con la presencia de fibroblastos CD105(+)/CD34(-), encontramos que, dentro de las PCM
con alta expresion de CD105, un 23,01% experimenté dolor dseo previo a la aparicion del
evento metastasico, mientras que solo un 2,11% del grupo de baja expresidon de CD105 lo
experimentd (p=0,0007; Figura 19). Por otro lado, se observéd que la presencia de
microcalcificaciones previas al desarrollo del tumor, asi como su abundancia dentro del
estroma tumoral mamario, se asociaron con el dolor dseo de las pacientes. De las PCM que
experimentaron dolor éseo, un 61,29% tenia microcalcificaciones andrquicas en la mama
antes del diagndstico del tumor (Tabla 14). Al mismo tiempo, un 67,74% de las PCM que
experimentaron dolor éseo tuvieron microcalcificaciones anarquicas en el estroma del

tumor primario (Tabla 15).
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Microcalcificaciones anarquicas en la
mama previas al diagndstico del tumor

Parametros evaluados

Ausencia Presencia
n % n %
Dolor 6seo antes del evento Presencia 12 38,71 19 61,29
de metastasis 6sea p 0,0040
, . Presencia 11 37,93 18 62,07
Metastasis dsea
p 0,0002

Tabla 14. Relacion entre la presencia de microcalcificaciones andrquicas previas el desarrollo del
tumor con la ocurrencia de metdstasis dseas. Se utilizo la prueba exacta de Fisher para evaluar la
asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: numero de pacientes. Cohorte de 350 pacientes
cdncer de mama.

Microcalcificaciones andrquicas en el
estroma tumoral mamario

Parametros evaluados

Ausencia/poca cantidad Abundancia
n % n %
Dolor 6seo antes del  Presencia 10 32,26 21 67,74
evento de metastasis
, p 0,0024
Osea
Metastasis 6sea Presencia 8 27,59 21 72,41
p 0,0001

Tabla 15. Relacidon entre la presencia de microcalcificaciones andrquicas en el estroma tumoral
mamario con la ocurrencia de metdstasis dseas. Se utilizo la prueba exacta de Fisher para evaluar
la asociacion entre variables, * valor de p < 0,0500. n: numero de pacientes. Cohorte de 350
pacientes cdncer de mama.

Dolor 6seo antes del evento de metastasis

Osea
Parametros evaluados . .
Ausencia Presencia
n % n %
Ausencia 312 97,20 9 2,80
Metastasis dsea Presencia 7 24,14 22 75,86
p 0,0006

Tabla 16. Relacidn entre la presencia de dolor éseo previo a la aparicion de metdstasis 6sea con
la ocurrencia de metdstasis dseas. Se utilizo la prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion
entre variables, * valor de p < 0,0500. n: nimero de pacientes. Cohorte de 350 pacientes cdncer de
mama.
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Relevancia pronéstica de la expresion de mRNA de CD105 en células FSP (+), FAP (+) y CD34

(=) dentro del tumor de mama utilizando un enfoque bioinformatico

Con el fin de validar nuestros resultados en otra cohorte de datos, se utilizo la base
de datos de cancer de mama METABRIC disponible en la herramienta bioinformatica
cbioportal. Encontramos que la expresion de mRNA de CD105 (ENG) estaba asociada con el
estado de los RE y RP. Dentro de las PCM, estadios | y Il, con expresion negativa de RE, el
75% mostrd una alta expresion de CD105 (p = 0,0002) (Tabla 17, Figura 20A). Ademas, al
analizar la poblacién de las pacientes con expresion negativa de RP, encontramos que el
61,29% presentaba una expresién elevada de CD105 (p = 0,0180) (Tabla 17, Figura 20B). En
relacidn con este resultado, observamos que el grupo de las pacientes con alta expresion
de CD105 tenia una proporcion menor de cancer de mama subtipo luminal B en
comparacion con el grupo con baja expresion (29,63% vs. 52,94%, respectivamente, p =
0,0090) (Tabla 17, Figura 20H). Ademads, se encontrd una proporcion aumentada del
subtipo sobreexpresion de HER2/neu en el grupo con alta expresién de CD105 en
comparacion con el grupo con baja expresion de este marcador (27,78% vs. 11,76%,
respectivamente, p = 0,0030) (Tabla 17, Figura 20H). No encontramos ninguna asociacién
significativa entre la expresion de CD105 y la edad del paciente, el tamano del tumor, el
grado histoldgico o la presencia de micro/macrometastasis en los ganglios linfaticos

regionales.
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CD105
Caracteristicas clinicopatoldgicas n Alta expresion p
n %
<50 24 14 58,33
Edad (afios) 0,4920
>50 81 40 49,38
N <2 24 51,06
Tamaiio tumoral (cm) 47 1
>2 58 30 51,72
Negativo 40 30 75,00
RE N 0,0002
Positivo 65 24 36,92
Negativo 62 38 61,29
RP gat 0,0180
Positivo 43 16 37,21
Negativo 84 39 46,43
HER2/neu gat 0,0520
Positivo 21 15 71,43
G1 3 1 33,33
Grado histoldgico G2 34 15 44,12  0,4320
G3 66 37 56,06
. ae pras . Negativo 62 32 51,61
Ganglios linfaticos regionales Positivo 43 33 76,74 1
. Negativo 61 30 49,18
Recidiva local . 0,6830
Positivo 44 24 54,55
Negativo 46 20 43,48
Muerte . 0,1720
Positivo 59 34 57,63
Luminal A Negativo 74 4l 5541 4 5ecp
Positivo 31 13 41,94
Luminal B Negativo 75 45 60,00 0.0090
Positivo 30 9 30,00 !
TNBC Neg..alt'lvo 82 139 47,56 0,1610
Positivo 23 15 65,22
.. Negativo 84 37 44,05
Sobreexpresion HER2/neu . 0,0030
Positivo 21 17 80,95

Tabla 17. Expresion del mRNA de CD105 en células FSP (+), FAP (+) y CD34 (-) dentro del tumor de
mama utilizando un enfoque bioinformdtico. Asociacion de la expresion de CD105 en células
estromales (tipo fibroblasto) con marcadores prondsticos cldsicos, recidiva local, ocurrencia de
metdstasis, ocurrencia de metdstasis dseas, ocurrencia de metdstasis viscerales y ocurrencia de
metdstasis mixtas en 105 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano del conjunto
de datos de cdncer de mama METABRIC. Se utilizé la prueba exacta de Fisher para evaluar la
asociacion entre variables, con un valor de p * <0,0500. RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de
progesterona, HER2/neu: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. TNBC: cdncer de

mama triple negativo.
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Figura 20. Expresiéon del mRNA de CD105 en células FSP (+), FAP (+) y CD34 (-) dentro del tumor de
mama utilizando un enfoque bioinformdtico. Representacion grdfica de las asociaciones entre la
expresion de CD105 y factores prondsticos cldsicos, asi como otros datos clinico-patoldgicos,
previamente mostrados (ver tabla 13). RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de progesterona,
Her2/neu: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. TNBC: cdncer de mama triple
negativo. Cohorte de 105 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano del conjunto
de datos de cdncer de mama METABRIC.
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Finalmente, encontramos que la expresion de CD105 estaba asociada con la sobrevida
global de las PCM (Tabla 18, Figura 21B). El grupo de pacientes con alta expresion de CD105

tenia una sobrevida mas baja que el grupo con baja expresion (p = 0,0150) (Tabla 18, Figura

A. B.
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Figura 21. Asociacion de la expresion del mRNA de CD105 (ENG) en células FSP (+), FAP (+) y CD34
(-) dentro del tumor de mama utilizando un enfoque bioinformdtico con el tiempo libre de recidiva
local y sobrevida global. Curvas de Kaplan-Meier (andlisis univariado) marcadas en rojo representan
datos de muestras con alta expresion de CD105, mientras que las curvas azules representan
muestras con expresion negativa/baja de CD105. Se empled la prueba de Log Rank (Mantel-Cox)
para evaluar las curvas de Kaplan-Meier, con un valor de p * <0,0500. Tiempo libre de recidiva local
(RFS) y sobrevida global (OS). Cohorte de 105 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante
temprano del conjunto de datos de cancer de mama METABRIC.

RFS oS
Tiempo (meses) p Tiempo (meses) p
Baja expresion RNAm 181,03 + 15,42 179,57 £ 13,77
0,1750 0,0150
Alta expresion RNA m 143,91 + 15,55 125,01 + 13,43

Tabla 18. Asociacion de la expresion del mRNA de CD105 (ENG) en células FSP (+), FAP (+) y CD34
(-) dentro del tumor con el tiempo libre de recidiva local y sobrevida global en pacientes con cancer
de mama ductal infiltrante temprano utilizando un enfoque bioinformdtico. La tabla muestra
detalles de tiempo libre de recidiva local (RFS) y sobrevida global (OS) que corresponden a los grupos
de baja y alta expresion del mRNA de CD105. Valores expresados como media * error estdndar
(X£ES). Se empled la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) para evaluar las curvas de Kaplan-Meier, con
un valor de p * <0,0500. Cohorte de 105 pacientes con cdncer de mama ductal infiltrante temprano
del conjunto de datos de cdncer de mama METABRIC.
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PARTE B

Estudio de las caracteristicas fenotipicas de las células estromales fusifomes (fibroblast-like)

Antes de la separacion en columna de las subpoblaciones de fibroblastos

Inicialmente, buscamos determinar el porcentaje de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) en
las muestras de tejido fresco antes de los pasajes en columna magnética para evaluar la
proporcidn inicial de estos fibroblastos. Para lograr esto, evaluamos el porcentaje de
fibroblastos que expresaban CD105 y CD34 utilizando citometria de flujo. Nuestro estudio
reveld que el porcentaje de fibroblastos que expresaban CD105y CD34 era 28,80 + 4,52% y
4,14 + 1,03% (X+SE, n=10), respectivamente. Posteriormente, una vez que el bloque de
parafina de cada paciente estuvo disponible, evaluamos la expresidon de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) en el estroma del tumor mamario, no asociado a la vasculatura,
utilizando la técnica de inmunohistoquimica. Observamos que el porcentaje de fibroblastos,
no asociado a la vasculatura, que expresaban CD105 en las muestras de los 10 PCM incluidos
fue de 19,70  3,95%. Por lo tanto, el haber analizado el porcentaje inicial de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) es importante porque confirma que estamos comenzando con muestras
gue contienen una proporcién importante de estos fibroblastos, que luego seran aislados
utilizando separacidon magnética en columna. Esto es particularmente relevante dado que

cada paciente tiene una composicion Unica en su estroma tumoral mamario.

Después del aislamiento de ambas subpoblaciones [CD105(+)/CD34(-) 'y

CD105(-)/CD34(-)]

Después de realizar la separacion magnética y el enriquecimiento de ambas
subpoblaciones de fibroblastos, CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-), era crucial comenzar
caracterizandolas fenotipicamente utilizando citometria de flujo. Particularmente nos
interesoé estudiar los marcadores de MSCs, como CD105, CD90y CD73, para comprender su

posible origen mesenquimal. Partimos de la premisa de que nuestra fraccién de fibroblastos
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CD105(+)/CD34(-), al tener el marcador mesenquimal CD105, podria tener tal origen
potencial. En este sentido, encontramos que el porcentaje de células que expresaban CD73
y CD90 era notablemente alto en ambos tipos de subpoblaciones de fibroblastos. No se
observaron diferencias significativas entre estas dos subpoblaciones celulares (Figura 22 y
Tabla 19). Los resultados indican que la subpoblacién CD105(+) cumple con los criterios
fenotipicos minimos para ser MSC, lo que sugiere que esta subpoblacién fibroblastica puede
derivarse de MSCs de MO [32]. Sin embargo, no se puede descartar que la otra
subpoblacién haya perdido el marcador CD105 en algiin momento durante la diferenciacién
y/o activaciéon in vivo, manteniendo CD90 y CD73. Ademas, se identificé una expresion
diferencial en el porcentaje de células que expresaban CD146, otro marcador de
MSCs/osteoprogenitores (Figura 22 y Tabla 19). La subpoblacion de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) mostré un mayor porcentaje de células que expresan este marcador de
osteoprogenitor en comparacion con los fibroblastos CD105(-)/CD34(-). En cuanto al
porcentaje de células que expresaban marcadores negativos de MSCs, como CD34, CD11b
y CD19, fue bajo como se esperaba, y no se encontraron diferencias significativas entre
estas dos subpoblaciones. Por lo tanto, ambas subpoblaciones de fibroblastos se consideran

negativas para estos marcadores.

Por otro lado, nos interesé determinar si estas dos subpoblaciones expresaban
marcadores de CAFs, como FAP y a-SMA. Encontramos que tanto la subpoblacién de
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) como la de fibroblastos CD105(-)/CD34(-) expresaban a-SMA
y FAP, sin diferencias significativas en el porcentaje de células que expresaban estos
marcadores. Esto indica que ambas poblaciones estromales son fibroblastos activados en el
microambiente tumoral mamario (Figura 22 y Tabla 19). Sin embargo, se observa que el
porcentaje de células positivas para el marcador FAP tiende a ser mayor en comparacion

con a-SMA en ambas subpoblaciones (Tabla 19).

También nos resultd importante examinar el perfil de expresién de otros marcadores
asociados con funciones pro-tumorales, como migracion, invasidon y resistencia a la terapia,
entre otros, incluyendo CD106, desmina, TNC, P4HB y PDGFRa. Observamos diferencias en

el porcentaje de células que expresaban CD106, PDGFRa, desmina y P4HPB entre las dos
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subpoblaciones. La subpoblacion de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) exhibié un mayor
porcentaje de células que expresaban CD106 en comparacion con los fibroblastos CD105(-
)/CD34(-) (Figura 22 y Tabla 19). Ademas, la subpoblaciéon de fibroblastos CD105(+)/CD34
(-) también tenia un mayor porcentaje de células que expresaban PDGFRa, desmina y P4HPB
(Figura 22 y Tabla 19). Finalmente, no se encontraron diferencias en la expresién de cada

marcador/célula (IFM) estudiada al comparar ambas subpoblaciones de fibroblastos (Tabla

19).
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Figura 22. Caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones fibrobldsticas CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama temprano. Histogramas representativos de
citometrias de flujo de antigenos en fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) de una
paciente con cdncer de mama (CD105(+)/CD34(-), m); (CD105(-)/CD34(-), 0); Control de isotipo (m y
0, respectivamente). En el margen superior derecho del histograma se muestra el porcentaje (%) de
CAFs positivos para cada marcador. MSCs células madre mesenquimales/estromales, CAFs:
fibroblastos asociados al cancer.
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CD105(-)/CD34(-)

~

células positivas  células positivas P P
IFM IFM
(%) (%)
CD105 81,52 +0,86 5,93+1,36 <0,0001 1,57 +0,30 1,33+£0,27 0,5749
CD73 94,24 £1,41 93,47 £1,18 0,8187 3,25+0,70 3,01+0,77 0,8284
CD90 95,88 +1,37 97,68 £ 0,23 0,3903 2,86+0,43 3,16 £ 0,82 0,7593
CD146 13,65 + 2,69 4,25+1,42 0,0164 1,27 £ 0,47 1,25+0,24 0,9854
CD34 4,06 +1,03 3,51+1,06 0,3975 1,04 £0,09 0,95+ 0,04 0,3896
CD11b 3,78+1,34 3,41+1,19 0,5180 0,69+0,31 0,93+0,04 0,5922
CD19 2,52 +0,08 2,37 10,05 0,1240 1,26 £ 0,58 0,93+0,11 0,6154
a-SMA 14,36+ 2,74 10,93+ 2,81 0,3989 3,54+1,54 4,50+ 1,40 0,6998
FAP 80,37 +4,29 64,80 + 8,39 0,1334 1,95 +0,37 2,76 £1,00 0,4963
P4HB 15,56 + 1,59 7,89 +1,95 0,0281 2,57 +1,07 3,50+1,03 0,6788
Desmina 18,22 +1,42 7,67 2,35 0,0040 0,68 0,27 1,09 £ 0,05 0,2713
Tenascina 27,91+7,46 16,94 + 5,86 0,3809 1,51+0,74 0,83+0,21 0,4609
CD106 5,78 0,35 1,88 +0,17 0,0010 1,46 + 0,84 0,57 + 0,07 0,3678
PDGFRa 16,05 + 2,04 5,96 +1,39 0,0040 0,94 + 0,05 0,87 0,10 0,5956

Tabla 19. Andlisis fenotipico: Porcentaje e indice de fluorescencia media/relativa de las subpoblaciones
fibrobldsticas CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama temprano que expresan
CD105, CD73, CD90, CD146, CD34, CD11b, CD19, a-SMA, FAP , subunidad 8 de prolil 4-hidroxilasa , desmina,
tenascina, CD106 y receptor a del factor de crecimiento derivado de plaquetas por citometria de flujo (n=10).
Los datos se representan como media * error estandar (X+ES). *p < 0,0500. Andlisis estadistico: prueba t no
pareada con correccién de Welch. indice de fluorescencia media/relativa (IFM), subunidad 8 de prolil 4-
hidroxilasa (P4HB) y receptor a del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR-a.).
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Diferenciacidn de las células madres mesenquimales de médula 6sea de donantes sanos en
fibroblastos asociados al cdncer mediante el uso de medios condicionados de células

tumorales mamarias de las lineas MCF-7 y MDA-MB231

Caracterizacion fenotipica de las células madre/ estromales mesenquimales y plasticidad

Las células estromales provenientes del 3°" subcultivo han sido cultivadas a baja
densidad y constituyen una poblacion de células adherentes enriquecidas en MSCs de alto
grado de multipotencialidad y auto-renovacidn. El andlisis de la expresién de moléculas de
superficie por citometria de flujo indicé que las MSCs provenientes de MO de las VS (n = 2)
cumplen con los criterios fenotipicos minimos para clasificarlas como MSCs acorde a la
posicidn tomada por la Sociedad Internacional de Terapia Celular en el afio 2006. Se obtuvo
una inmuno-tincion positiva (96,7 a 98,5 % de las MSCs) para los marcadores CD73, CD105
y CD90, falta de expresion de CD11b, CD34 y CD79a, lo que indica su naturaleza de MSCs
(Figura 23).

CD90 CcD73 CD105 CD11b CD34 CD79a

VS

Normalizado por moda

Figura 23. Caracterizacion fenotipica de las células madre mesenquimales/ estromales de médula
Osea. Histogramas representativos de citometrias de flujo de antigenos de superficie en células
madre/ estromales mesenquimales (MSCs) de una voluntaria sana (VS, o). Control de isotipo (0). En
el margen superior derecho del histograma se muestra el porcentaje (%) de MSCs positivas para cada
marcador.
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Respecto a la diferenciacion a linaje osteogénico hemos observado la presencia de
depdsitos de calcio en la matriz de mineralizacidon dsea, uniformente distribuido (Figura
24A). Ademas, los protocolos de diferenciacidn y técnicas de reconocimiento permitieron
identificar por microscopia dptica adipocitos y condroblastos, asi como vacuolas lipidicas
(Oil Red-O positivas) en los adipocitos y coldgeno Il positivo en la matriz condrocitica a
(Figura 24B y 24C). Por lo tanto, las MSCs de las VS utilizadas en este estudio cumplen con

los criterios minimos que definen a las MSCs [166].

A. Medio diferenciacién B. Medio diferenciacién C. Medio diferenciacién
osteogénico condrogénico adipogénico

VS

Figura 24. Diferenciacion de células madre mesenquimales/estromales de médula 6sea normal.
A. Imdgenes representativas de cultivos de células madre mesenquimales/ estromales (MSCs) en
condiciones diferenciacion osteogénica para una voluntaria sana (VS). Tincion: Alizarin Red (100X).
B. Imdgenes representativas de cultivos de MSCs en condiciones diferenciacion condrogénica para
una VS. Inmunohistoquimica, Anti-Coldgeno Il (100X). C. Imdgenes representativas de cultivos de
MSCs en condiciones diferenciacion adipogénica para una VS. Tincidn: Oil Red-O (200X).

Capacidad de auto-renovacion/ eficiencia de clonado para dar unidad formadora de

colonias fibrobldsticas.

Las MSCs de MO de ambas VS tuvieron capacidad de formar colonias con mas de 50 células
de morfologia fusiforme. La eficiencia de formacién de colonias (n° de CFU-F/ 1.250 MSCs),
es decir el numero de CFU-F formadas cada 1.250 MSCs fue (X£ES): VS1= 45+1,5 y VS2=
42+2 (Figura 25).
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Figura 25. Auto-renovacién de las células madre mesenquimales/estromales de médula ésea
normal. A. Imagen representativa de una unidad formadora de colonia-fibrobldstica (CFU-F)
observada en una voluntaria sana. Tincion de Giemsa (40X). B. Morfologia fusiforme de las células
estromales observada en el ensayo de CFU-F de una voluntaria sana. Tincion de Giemsa (200X).

Por lo tanto, estos resultados confirman que las MSCs de ambas VS presentan un fenotipo
positivo para CD73, CD90 y CD105, poseen capacidad de diferenciacion osteogénica,
condrogénica y adipogénica, asi como eficiencia de clonacion para formar CFU-F. Por ende,

indican que se comportan como células madre mesenquimales.

Diferenciacién de células madre mesenguimales/ estromales de médula dsea a

fibroblastos asociados al cdncer

Luego de realizar los ensayos de caracterizacion de las MSCs de MO, nos interesd
estudiar el efecto de los MCo de las lineas tumorales sobre las mismas, para determinar si
los factores liberados por las células tumorales in vitro pueden inducir la diferenciacién de
las MSCs de MO en CAFs, un evento que posiblemente ocurre, como encontraron otros
autores, al inicio del desarrollo del tumor de mama y favorece su evolucién. Para ello,
investigamos cualitativamente la expresion de marcadores de MSCs y de fibroblastos
activados, tanto en las MSCs de MO antes de la diferenciacion como después de haber sido
tratadas con los MCo de las correspondientes lineas mediante la intensidad de marca por
la técnica inmunocitoquimica. Después de 21 dias de cultivo con los MCo provenientes de

ambas lineas MCF-7 y MDA-MB231, el 100% de las MSCs de MO incrementaron la
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intensidad de marca en los marcadores a-SMA y FAP (moderada a abundante), relacionados
con la diferenciacion a CAFs y su activacion (Figura 26). Interesantemente, el 100% de estas
células mantuvieron la expresion de CD105 (moderada) y CD146 (abundante) (Figura 26),
no encontrandose diferencias entre las MSCs pre- y post-diferenciacién. Al analizar las MSCs
tratadas con los medios de la linea MCF-10A (no tumoral) y las tratadas con a-MEM-sup
adicionado con 10% SBF (control de no diferenciacién), se observé que la expresion de a-
SMA y FAP se da en el 100% de las células y la intensidad de marca de ambas moléculas/
célula se mantiene leve/baja. Por el contrario, al analizar el perfil de marcadores de las MSCs
expuestas a medio a-MEM-sup adicionado con 10% de SBF e hidrocortisona (control
positivo de diferenciacion), se encontré un aumento en la expresion de los marcadores
caracteristicos de CAFs/ célula y se expresé en el 100% de las células tratadas (Figura 26),
resultados que fueron semejantes a los obtenidos con MCo de las células tumorales MCF-7
y MDA-MB231. Tampoco tuvieron ningun efecto los controles de medio de cada linea
celular utilizada (MCF-7, MDA-MB231 y MCF-10A) sobre la expresion de a-SMA y FAP (datos

no mostrados).
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a-SMA FAP CD105 CD146

a-MEM + 10% SBF
a-MEM + 10% SBF Pre-diferenciacién

+ Hidrocortisona

50% MCo MCF7 50% MCo MDA-MB231 50% MCo MCF10A

«0 -0 : E

Figura 26. Expresion de actina del musculo liso tipo a, proteina de activacion del fibroblasto,
CD105 y CD146 en células madre mesenquimales/ estromales de médula ésea de 2 voluntarias
sanas, tanto en su estado original como después de ser diferenciadas en fibroblastos asociados al
cdncer por efecto de los medios condicionados del cultivo de células tumorales mamarias de las
lineas MICF-7 y MDA-MB231. Se utilizé como control los medios condicionados (MCo) de las células
epiteliales mamarias de la linea MCF-10A. Se muestran inmunocitoquimicas representativas de
células madre mesenquimales (MSCs) cultivadas con 50% de los MCo de los respectivos cultivos de
lineas, tanto tumorales como no tumorales, durante 21 dias, asi como MSCs cultivadas en medio a-
MEM suplementado y adicionado con 10% de suero bovino fetal (SBF, control de no diferenciacion)
y MSCs cultivadas en medio a-MEM suplementado y adicionado con 10% de SBF y 107 M de
hidrocortisona (control positivo de diferenciacion). Ademds, las MSCs se incubaron con
inmunoglobulinas (Ig)G de raton e IgG de cabra normal como controles de isotipo. El control de

Control de isotipo
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isotipo que se ejemplifica fue realizado sobre MSCs tratadas con aMEM suplementado y adicionado
con 10% SBF. Se utilizé el sistema peroxidasa/3-3"-diaminobencidina para revelar (precipitado
marrén) y hematoxilina para la tincion nuclear (violeta). Visualizacion en microscopio dptico (400X).
Las barras de escala representan 50 um. a-SMA: actina del musculo liso tipo a, FAP: proteina de
activacion del fibroblasto.

Estudio de la capacidad de auto-renovacién de las subpoblaciones fibroblasticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) y de la morfologia de las células estromales mediante el
ensayo de unidades formadoras de colonias fibroblasticas

Cada CFU-F se origina a partir de una uUnica MSC o célula diferenciada que mantiene
propiedades de stemness, en particular auto-renovacidn, y representa in vitro lo que ocurre
con las células madre in vivo. La poblacion celular dentro de las CFU-F es heterogénea,
comprendiendo una jerarquia de precursores Yy progenitores mesenquimales
comprometidos de potencialidad tetra, tri, bi y unipotencial, células diferenciadas similares
a fibroblastos, asi como MSCs. En diversas enfermedades, el nUmero y las caracteristicas de
las células estromales que forman CFU-F pueden diferir significativamente de las normales,
lo que podria ofrecer valiosa informacidn sobre los mecanismos patogénicos [175]. Por lo
tanto, basandose en la premisa de que solo las MSCs y/o sus células derivadas pueden
formar colonias, este ensayo determina cuantas células en las subpoblaciones estudiadas
tienen auto-renovacidn, es decir el potencial de formar colonias de fibroblastos. Esto
proporciona informacidon no solo sobre su posible origen, sino también sobre sus
capacidades de auto-renovacion y proliferacién. Los fibroblastos CD105(+)/CD34(-)
exhibieron una eficiencia de clonado similar a los fibroblastos CD105(-)/CD34(-) pues dieron
un nimero semejante de CFU-F/ 2.500 células plaqueadas (Figura 27A y B). Recordemos,
gue la capacidad de auto-renovacién implica divisiones simétricas y asimétricas de la célula
madre, asi como proliferacién de mesenquimales mdas comprometidas. Por lo tanto,
tendremos células madre y precursores/ progenitores mesenquimales dentro de cada
colonia. Sin embargo, se identific6 un mayor nimero de células estromales por campo
Optico de CFU-F en los cultivos de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) (p=0,0412) (Figura 27C).

Este hallazgo sugiere que las colonias formadas por fibroblastos CD105(+) tenian un mayor
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numero de células y, en consecuencia, un mayor tamafo de la colonia, lo que indica una
mayor capacidad de auto-renovacion y proliferacion. Al analizar la morfologia celular dentro
de las colonias, se observo que las células que componian los CFU-F de CD105(+) exhibian
un area menor (p=0,0272) (Figura 27D), especialmente debido a un eje horizontal mas

pequefio (p=0,0049) (Figura 27F).
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Figura 27. Capacidad de auto-renovacion de las subpoblaciones de fibroblastos CD105
(+)/CD34(-) (izquierdo) y CD105 (-)/CD34(-) (panel derecho) de pacientes con cdncer de mama
temprano . A. Tamaiio y forma de las unidades formadoras de colonias fibrobldsticas (CFU-F)
observadas en un paciente con cdncer de mama (PCM), representativo. Tincion de Giemsa (40x y
200x en el recuadro). La barra de escala representa 600 um y 200 um en el recuadro. B. Numero
(#) de CFU-F observadas (p=0,1133). C. Numero (#) de fibroblastos por campo de microscopio en
cada CFU-F (*p=0,0412). D. Area de células estromales en regiones tipicas de cada cultivo de CFU-
F (*p=0,0272). E. Eje eliptico mayor/longitudinal de células estromales en regiones tipicas de
cultivos de CFU-F (p=0,4976). F. Eje eliptico menor/horizontal de células estromales en regiones
tipicas de cultivos de CFU-F (**p=0,0049). Todos los valores fueron expresados como media +
error estdndar (X+ES). Andlisis estadistico: prueba t no pareada con correccion de Welch. Los
asteriscos indican diferencias significativas. PCM estudiados 10.
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Viabilidad celular como una medida indirecta de la capacidad de proliferacién y ciclo celular

en las subpoblaciones fibroblasticas CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-)

Un mayor indice de proliferacion de los CAFs a menudo se asocia con una mayor
agresividad tumoral, ya que puede reflejar una mayor capacidad para el crecimiento rapido
y la expansién de las células tumorales inducida por estos fibroblastos activados [41, 47,
176]. Por lo tanto, encontramos interesante determinar el estado proliferativo de estas dos
subpoblaciones de fibroblastos y evaluar si habia diferencias entre ellas. Los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) exhibieron una mayor tasa de viabilidad celular y, en consecuencia, una
mayor tasa de proliferacién celular en comparacién con la poblacion CD105(-)/CD34(-)
(p=0,0460) (Figura 28A). En linea con esta observacion, los fibroblastos CD105(+)/CD34(-)
también mostraron un mayor porcentaje de células en la fase S en comparacién con los
CD105(-)/CD34(-), y una menor proporcion de células en la fase GO/G1 (p=0,0207 vy
p=0,0067; respectivamente) (Figura 28B).
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Figura 28. Estudio del numero de células viables como una medida idirecta de proliferacion celular
y la progresién del ciclo celular de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-). A.
Proliferacion de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) (pacientes con cdncer de mama,
PCM=10). Valores expresados como media * error estandar (X+ES). Andlisis estadistico: prueba t no
pareada con correccion de Welch (el asterisco indica diferencia significativa, *p=0,0460). DO:
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densidad dptica. B. Andlisis del ciclo celular. Porcentaje de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-
)/CD34(-) en cada fase del ciclo celular (GO/G1, Sy G2/M) (PCM=10). Valores expresados como X+ES.
Andlisis estadistico: prueba t no pareada con correccion de Welch. Los asteriscos indican diferencias
significativas (*p=0,0207 y **p=0,0067).

Estudio de la expresiéon de genes de stemness (auto-renovacién y multipotencialidad,
particularmente diferenciacién osteoblastica), asi como genes relacionados con la regulacién
de la osteoclastogénesis, capacidad de migracidn y evoluciéon tumoral en las subpoblaciones

fibroblasticas CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-)

Otro aspecto que encontramos interesante fue evaluar los niveles de expresidon de
genes relacionados con la fisiologia de las MSCs, como su propiedad de stemness, la cual
incluye la auto-renovacién y multipotencialidad (en particular a través de evaluar SOX2 y
OCT4). También nos interesé estudiar genes asociados con la diferenciacién osteoblastica y
la regulacion de la osteoclastogénesis (por ejemplo, RUNX2, BMP6 y RANKL), ya que el
estudio retrospectivo del presente proyecto (parte A) indicd que los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) estaban asociados con microcalcificaciones anarquicas y vinculados a la
ocurrencia de metastasis dseas [177]. Esto nos llevd a hipotetizar que estos fibroblastos
podrian derivar de las MSCs y estar involucrados en los trastornos dseos en sitios
secundarios. Ademas, nos intereso estudiar la expresién de otros genes relacionados con
su migracion y migracién tumoral, asi como con la progresion tumoral, como VCAM

(CD106), CCL-2, IL-6, TNC y RANKL [89, 92, 178-184].
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Encontramos que los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) exhibieron niveles mas altos de
expresion génica de MCAM (CD146, marcador de osteoprogenitores), RUNX2, RANKL,
VCAM (CD106) y TNC en comparaciéon con los fibroblastos CD105(-)/CD34 (-) (p=0,049,
p=0,0237, p=0,0293, p=0,0303 y p=0,0251, respectivamente) (Figura 29). Encontramos
expresion de los otros genes (SOX2, OCT4, BMP-6, CCL-2 e IL-6) pero dicho valor no mostré

diferencias significativas entre las dos subpoblaciones de fibroblastos.

b=
»
(gl
w
| *

CD105(+}/CD34(-)
B CD105(-)/CD34(-)

2.0

-
n

=
=3
[

1.0

) . . l
0.0 T T T
OCT-4

SOX-2 MCAM RUNX2 BMP-6 RANKL [IK:} CCL-2 VCAM TNC

=

(% de incremento)
e
e

Expresién relativa de genes
(% de incremento)
Expresién relativa de genes
(% de incremento)

Expresién relativa de genes

e
o

<

Figura 29. Expresion de genes de stemness, regulacion de la osteoclastogénesis y migracion en los
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama . A. Expresion
génica de factores de stemness (auto-renovacion y multipotencia) como OCT-4, SOX-2 y MCAM
utilizando reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real cuantitativa (q-PCR). B. Expresion génica
de factores osteogénicos, como RUNX-2 y BMP6, asi como factores osteocldsticos como CCL-2 e IL-6.
C. Expresion génica de factores relacionados con el proceso de migracion de células estromales
mesenquimales, asi como células tumorales de mama y evolucion tumoral, como: VCAM, RANKL,
CCL-2, IL-6 y tenascina (TNC). Todos los resultados fueron normalizados al gen de referencia GAPDH.
Los valores se expresan como media * error estdndar (X+ES). Andlisis estadistico: prueba t de Student
no pareada con correccion de Welch. Los asteriscos indican diferencias significativas (*p < 0,0500).
Pacientes con cdncer de mama: 10

Estudio del estrés oxidativo de las subpoblaciones fibroblasticas CD105(+)/CD34(-) y CD105 (-
)/CD34(-)

Dado que es sabido que los niveles elevados de ROS dentro de los fibroblastos conducen
a la liberacién de sefiales pro-invasivas [19, 73, 185], nos interesd estudiar los niveles de
ROS totales (CellROX) y ROS mitocondriales (MitoSOX) en ambas subpoblaciones de
fibroblastos. Los CAFs CD105(+)/CD34(-) mostraron un porcentaje significativamente mayor
de células positivas para ambas sondas, CellROX y MitoSOX (p=0,0393 y p=0,0110,

respectivamente) en comparacion con los valores de CD105(-)/CD34(-) (Figura 30). Ademas,
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encontramos valores similares de IFM (nivel de ROS por célula) para ambas sondas,

independientemente del tipo de subpoblacion fibroblastica (Figura 30).
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Figura 30. Niveles de especies oxigenadas reactivas celulares en subpoblaciones fibrobldsticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) aisladas de pacientes con cdncer de mama . A. Porcentaje de
células positivas para especies oxigenadas reactivas (ROS) totales. Tincion con el Kit CellROX para
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) . B. Porcentaje de células positivas para ROS
mitocondriales. Tincién con el Kit MitoSox Red para fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-
)/CD34(-) . Los valores se expresan como media * error estdndar (X+ES). Andlisis estadistico: prueba
t de Student no apareada con correccion de Welch. Los asteriscos indican diferencias significativas
(*p=0,0393 y *p=0,0110; respectivamente). Pacientes con cdncer de mama: 10

Estudio de la senescencia celular a través de la deteccidon de SA-B-galactosidasa en las

subpoblaciones fibroblasticas CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-)

Los CAFs senescentes dentro del microambiente tumoral juegan un papel crucial en la
progresion del cancer al secretar factores pro-tumorales [186, 187]. Ademas, la senescencia
inducida por la terapia en los fibroblastos a menudo resulta en resistencia a la quimioterapia
y radioterapia y, estimula la promocidn de un fenotipo secretor pro-tumoral [186, 187]. El
programa de senescencia en estas células puede ser desencadenado por diversos factores
de estrés, como el estrés oxidativo. Tanto los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) como los

CD105(-)/CD34(-) mostraron un porcentaje comparable de células positivas para SA-B-
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galactosidasa medido por esta técnica, lo que indica un nivel similar de senescencia celular

(Figura 31).
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Figura 31. Fenotipo senescente de las subpoblaciones fibrobldsticas CD105(+)/CD34(-) y CD105(-
)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama. A. Ensayo de tincion para la 8-galactosidasa asociada
a la senescencia (SA-6-gal). El grdfico muestra el porcentaje de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34(-) B-gal positivos en las pacientes. Los valores se expresan como media * error
estandar (X+ES). Andlisis estadistico: prueba t no pareada con correccion de Welch (p=0,5402). B.
Imagen representativa de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) (panel izquierdo) y fibroblastos CD105(-
)/CD34(-) (panel derecho) (100X). La barra de escala representa 200 um. Pacientes con cdncer de
mama: 10

Estudio del secretoma en el medio condicionado de las subpoblaciones fibroblasticas

CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) a través de un analisis proteémico masivo

Diferentes subpoblaciones de fibroblastos pueden tener funciones especificas dentro
del tejido tumoral mamario. Al analizar su secretoma, se puede revelar como estas células
contribuyen a la diversidad funcional del microambiente celular y como pueden influir en
el comportamiento de otras células, como células inmunitarias o células tumorales.
Ademas, se pueden identificar factores que promueven o inhiben el crecimiento tumoral y
la metdstasis. Como caracterizacion general, se distinguieron tres grupos de proteinas

dentro del secretoma de ambas subpoblaciones fibroblasticas, las cuales presentaron
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diferentes patrones de abundancia entre las subpoblacion de fibroblastos CD105(+)/CD34
(-) y CD105(-)/CD34(-), evidenciada en los diferentes mapas de calor (Figura 32A).
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Figura 32. Estudio del secretoma de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34 (-) en el cdncer de mama. A. Mapa de calor que muestra el total de proteinas
encontradas en pool de los medios condicionados de las pacientes con cancer de mama (10 MCo).
La escala de colores indica la abundancia de expresion de las proteinas encontradas en las
subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) (columna derecha) y CD105(-)/CD34(-) (columna
izquierda). Los niveles de abundancia proteica alta y baja se muestran en color rojo y verde,
respectivamente (ver escala a la derecha del mapa de calor). B. Representacion (scatter plot) de las
proteinas encontradas en el secretoma de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34(-). Las proteinas ubicadas en los cuadrantes superiores derecho e izquierdo son las
que tienen un cambio relativo mayor a 2 (en el grdfico menor a -1 o mayor a 1, escala logaritmica)
y un valor de p < 0,0500 (en el grdfico mayor a 1,3, escala logaritmica). En el cuadrante superior
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derecho se encuentran las proteinas que estan aumentadas en la fraccion de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-), en el cuadrante superior izquierdo las proteinas que estdn aumentados en los
fibroblastos CD105(-)/CD34(-), mientras que en el cuadrante superior del medio estdn las proteinas
que se encontraron abundantes pero que no existe diferencia en la abundancia entre ambas
poblaciones de fibroblastos. Test estadistico: prueba t de Student, *p < 0,0500.

En el primer grupo se identificaron varias proteinas con relevancia bioldgica
significativa, asociadas a procesos cruciales en la biologia tumoral. Entre ellas, se destacaron
proteinas relacionadas con la motilidad celular, como la proteina de unién al calcio SI00A7
(S100A7), tubulina-1, serpina B3, proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar a la
insulina (IGFBP3), cadena alfa 1 de colageno tipo Il (COL3A1), decorina, entre otras (Figura
32 y 33). Ademas, se observd la presencia de proteinas vinculadas a la regulacion del
sistema inmune, incluyendo lisozima C, proteina de unién al calcio de la familia S100A7,
componente C9a del complemento, entre otras. También se identificaron otras proteinas
relacionadas con procesos de diferenciacién celular, regulacion de la comunicacion y
sefializacion celular (ver Figura 33). Por otro lado, considerando que el secretoma estudiado
proviene de dos subpoblaciones de fibroblastos, se identificaron proteinas asociadas a
actividades cldsicas caracteristicas de este tipo celular. Esto incluye la participacion en vias
de sintesis de colageno, organizacién de fibras de coldgeno, asi como organizacion de la
matriz extracelular. Ademas, se evidencid la presencia de proteinas vinculadas a procesos
de diferenciacién condrogénica y de osificacion (Figura 33). En el segundo grupo, también
se identificaron proteinas relacionadas con procesos fibroblasticos clasicos, como
organizacién de filamentos intermedios, queratinizacidn y organizacion del citoesqueleto
(Figura 34). Ademas, se encontraron proteinas asociadas a la diferenciacion y desarrollo
epitelial, adhesién celular y activacién del complemento. Algunas de las proteinas
interesantes encontradas en este grupo incluyeron SPARC (osteonectina), ligando de unién
a galectina-3 (Gal-3BP) y lumican 1 (Figura 34). El tercer grupo estuvo compuesto
principalmente por proteinas vinculadas al proceso de queratinizacion y desarrollo
epidérmico. Cabe destacar que las proteinas que constituyen este grupo son las mas

abundantes dentro del secretoma (Figura 35). Dos proteinas interesantes encontradas en

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello



Pagina | 129

este grupo son trombospondina 1y fibronectina 1, ambas conocidas por su implicacién en

el desarrollo tumoral (Figura 35).
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Figura 33. Estudio del secretoma de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34 (-) en el cdncer de mama. A. Mapa de calor que muestra el total de proteinas del
primer cluster con expresion diferencial en cuanto a abundancia entre poblaciones de fibroblastos.
Los niveles de expresion altos y bajos se muestran en color rojo y verde, respectivamente (escala a
la derecha del mapa de calor). B. Red de interaccion entre las proteinas encontradas en el primer
cluster. La red de interaccion fue realizada mediante la herramienta online String. La red tiene en
cuenta asociaciones tanto funcionales como fisicas de las proteinas. El grosor de la linea que conecta
cada proteina indica la fuerza del respaldo de datos (confidencia). Se detallan los principales
procesos bioldgicos (gene ontology) con circulos de colores.
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Mas alla de la caracterizacidn en cuanto a la composicion de proteinas en nuestros MCo,
se observd un patréon distintivo de abundancia para cada proteina dentro de cada
subpoblacion fibroblastica. Sin embargo, a pesar de la variacién en la abundancia de varias
proteinas, evidenciada en los diferentes mapas de calor (ver Figura 32A), solo se
identificaron diferencias significativas en la abundancia de laminina, lumican (subunidad

gamma 1), Gal-3BP y el componente Cls del complemento (Figura 32B).

CD105(+)/CD34(-)

keratina tipa Il
vimentina
A, ﬁﬂﬁ;aa pesada del inhibidor de tripsina inter-alfa

etoproteina alfa
keratina tipo 1{13)

actadherina

nhib"dur del activador del plasmindgena
gelsaling

globulina GC
macroglobulil
ulfidryl oxid
umican
componente del complemento €3
keratina tipo | (17)
acinafl
colage

na alfa 2
asa

agenasa tipo |V
colagena alfa-1{Vl}
FEAEE

hemggﬁgﬁpna subunidad alfa

gneding 3 -
factor derivado del pigmenta epitelial
— inhibidor de metaloproteinasa |
keratina tipo 11 {4]
Enaﬁlamxma 2.

eratina tipa IT {71}
desmogleina 1
b\-élican%_
anfitrombina (1l
keratina tipo Il (78]
semenogelina 1
proteina de union al factor de crecimiento insulinico
Fllcopmt_ema 2inc-alfa 2

actaferrina

berahna tipo Il (90)

esmaplaquina

keratina tipo Il (1

keratina o IR i
placoglobina

complemento Cls

oxidasa metanofiol

proteina de union a galectina 3
complementa C1r

avdisNBINI

sl

ey strpmEz
\-\ Principales enriquecimientos funcionales:
Q) orgsnizasion d i intrmed
=

O queratinizacion

>

(O diferenciacion queratinocitica

O organizacién supramelecular de las fibras

@
@

(@ organizacion del citoesqueleto

i

{0 respuesta inmune
() diferenciacién epitefial
() desanollo epitelial
() adhesién celular

O activacién del complemento

Figura 34. Estudio del secretoma de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34(-) en el cdncer de mama. A. Mapa de calor que muestra el total de proteinas del
segundo cluster con expresion diferencial en cuanto a abundancia entre poblaciones de fibroblastos.
Los niveles de expresion altos y bajos se muestran en color rojo y verde, respectivamente (escala a
la derecha del mapa de calor). B. Red de interaccion entre las proteinas encontradas en el sequndo
cluster. La red de interaccion fue realizada mediante la herramienta online String. La red tiene en
cuenta asociaciones tanto funcionales como fisicas de las proteinas. El grosor de la linea que conecta
cada proteina indica la fuerza del respaldo de datos (confidencia). Se detallan los principales
procesos bioldgicos (gene ontology) con circulos de colores.
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Figura 35. Estudio del secretoma de las subpoblaciones de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y
CD105(-)/CD34 (-) en el cancer de mama. A. Mapa de calor que muestra el total de proteinas del
tercer cluster con expresion diferencial en cuanto a abundancia entre poblaciones de fibroblastos.
Los niveles de expresion altos y bajos se muestran en color rojo y verde, respectivamente (escala a
la derecha del mapa de calor). B. Red de interaccion entre las proteinas encontradas en el tercer
cluster. La red de interaccion fue realizada mediante la herramienta online String. La red tiene en
cuenta asociaciones tanto funcionales como fisicas de las proteinas. El grosor de la linea que conecta
cada proteina indica la fuerza del respaldo de datos (confidencia). Se detallan los principales
procesos bioldgicos (gene ontology) con circulos de colores.
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Estudio del efecto del pool de medio condicionado de subpoblaciones fibroblasticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) en células tumorales de mama humana de las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB231

Finalmente, nos interesd estudiar cdmo estas dos subpoblaciones de fibroblastos
podrian influir en las células tumorales mamarias y, en consecuencia, en la progresiéon
tumoral. Para lograr esto, evaluamos el impacto del MCo de ambas subpoblaciones de
fibroblastos en la capacidad de migracidn, la viabilidad celular (indicando indirectamente la
proliferacidon) y la expresion génica de dos lineas celulares de cancer de mama, MCF-7 y

MDA-MB231.

Estudio de migracion

El pool de MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) mostré una mayor capacidad para
inducir la migracion de las células tumorales MCF-7 en comparacién con el MCo de los
fibroblastos CD105(-)/CD34(-) (p<0,0001) (Figura 36 A y B). En contraste, ninguno de los
MCo pudo estimular la migracién de las células tumorales MDA-MB231 (Figura 37 Ay B).
Ademas, se encontré que el aMEM-sup y adicionado con 10% SBF (control positivo) indujo

la migracion en ambas lineas celulares (Figura 36 A vs 37 A).

Estudio de viabilidad como una medida indirecta de la capacidad de proliferacion

Sorprendentemente, en contraste con el ensayo de migracién, encontramos que el poo/
MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) tiene una mayor capacidad para inducir la
proliferacién en las células tumorales MDA-MB231 en comparacion con el MCo de los
fibroblastos CD105(-)/CD34(-) (Figura 37, panel C) (p=0,0433). Esta diferencia no se observé
en la linea celular MCF-7 (Figura 36, panel C). Sin embargo, aunque no se encontraron

diferencias significativas en la induccidn de la proliferacidn entre estos dos pooles de MCo
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en la linea MCF-7, ambos medios inducen la proliferacién de estas células de cancer de

mama (Figura 36, panel C).

Estudio de expresion génica

En cuanto al impacto del pool de MCo en la expresidon de genes asociados con la
diferenciacién osteogénica y la mineralizacidn ésea, se observd un aumento significativo en
la expresiéon de BMP6 (p=0,0196) y FGF10 (p<0,0001) en las células tumorales MCF-7
cuando se expusieron al pool de MCo derivado de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) (Figura 36,
D). Analizando el efecto de estos pooles en la linea MDA-MB231, se encontré que el pool
de MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) aumentd la expresién de BMP2 (p<0,0001),
BMP6 (p<0,0001), FGF10 (p=0,0059), RUNX2 (p=0,0299) y RANKL (p=0,0458) (Figura 37, D).
Ademas, se observé que el pool de MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) indujo la
expresion de SOX2 y OCT4 en la linea celular MDA-MB231 (p=0,0116 y p=0,0016;
respectivamente) en comparacién con el pool de los MCo de los fibroblastos CD105

(-)/CD34(-) (Figura 37, D). Este efecto no se observé en la linea celular MCF-7 (Figura 36, D).
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Figura 36. Impacto del pool de medio condicionado de las subpoblaciones fibrobldsticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama temprano en la migracion,
proliferacion y expresion génica de células tumorales de mama humanas de la linea MCF-7. A. Estudio
de la migracion mediante el ensayo de cicatrizacion de heridas. Grdfico que representa el ancho de la
herida medido en el punto de tiempo final (12 horas) (normalizado al tiempo 0) bajo diferentes
condiciones [pool de medio condicionado (MCo) de CD105(+)/CD34(-), CD105(-)/CD34(-), control positivo
[a-MEM 10% suero fetal bovino (SBF)], y control negativo (solo a-MEM)] (n=7). Los valores se expresan
como media + error estdndar (X+ES). Se realizo un andlisis estadistico utilizando ANOVA de dos vias,
seguido de comparaciones multiples post hoc utilizando el método de Bonferroni. Los asteriscos indican
diferencias significativas (****p<0,0001). B. Imdgenes representativas del drea de la herida en el tiempo
1 (4 horas) y en el punto de tiempo final (12 horas) bajo cada condicién. C. Estudio de la proliferacion.
Tratamiento bajo diferentes condiciones durante 48 horas: pool de MCo de CD105(+)/CD34(-), MC
CD105(-)/CD34(-), solo a-MEM (control basal o negativo) y a-MEM + 10% SBF (control positivo) (n=4).
Los valores se expresan como X + ES SEM. Se realizé un andlisis estadistico utilizando ANOVA de dos vias,
seguido de comparaciones mdultiples post hoc utilizando el método de Bonferroni (*p < 0,0500). D.
Estudio de la expresion génica. Tratamiento bajo diferentes condiciones durante 48 horas: pool de MCo
de CD105(+)/CD34(-), MCo CD105(-)/CD34(-), solo a-MEM (control basal o negativo) y a-MEM + 10% SBF
(control positivo). La expresion de factores de stemness (auto-renovacion y multipotencia), incluidos SOX-
2y OCT-4, asi como la expresion de factores de diferenciacion osteo-condrogénica y mineralizacion dsea
como BMP2, BMP6, FGF10, RUNX2 y RANKL se evalué mediante reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (q-PCR) (n=7). Todos los resultados fueron normalizados al gen de referencia
GAPDH. Los valores se expresan como X £ ES. Andlisis estadistico: Se realizd un andlisis estadistico
utilizando ANOVA de dos vias, sequido de comparaciones multiples post hoc utilizando el método de
Bonferroni (*p = 0,0196; ****p<0,0001) Siempre se trabajo con un pool de MCo de 10 pacientes con
cdncer de mama.
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Figura 37. Impacto del pool de medio condicionado de las subpoblaciones fibrobldsticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) de pacientes con cdncer de mama temprano en la migracion,
proliferacion y expresion génica de células tumorales de mama humanas de la linea MDA-MB231.
A. Estudio de la migracion mediante el ensayo de cicatrizacion de heridas. Grdfico que representa el
ancho de la herida medido en el punto de tiempo final (12 horas) (normalizado al tiempo 0) bajo
diferentes condiciones [pool de medio condicionado (MCo) de CD105(+)/CD34(-), CD105(-)/CD34(-),
control positivo [a-MEM 10% suero fetal bovino (SBF)], y control negativo (solo a-MEM)] (n=7). Los
valores se expresan como media * error estdndar (X+ES). Se realizé un andlisis estadistico utilizando
ANOVA de dos vias, sequido de comparaciones multiples post hoc utilizando el método de Bonferroni
(p < 0,0500). B. Imdgenes representativas del drea de la herida en el tiempo 1 (4 horas) y en el punto
de tiempo final (12 horas) bajo cada condicion. C. Estudio de la proliferacion. Tratamiento bajo
diferentes condiciones durante 48 horas: pool de MCo de CD105(+)/CD34(-), CD105(-)/CD34(-), solo
a-MEM (control basal o negativo) y a-MEM + 10% SBF (control positivo) (n=4). Los valores se
expresan como X + ES. Se realizé un andlisis estadistico utilizando ANOVA de dos vias, sequido de
comparaciones mdultiples post hoc utilizando el método de Bonferroni. Los asteriscos indican
diferencias significativas (*p = 0,0433). D. Estudio de la expresion génica. Tratamiento bajo
diferentes condiciones durante 48 horas: pool de MCo de CD105(+)/CD34(-), CD105(-)/CD34(-), solo
a-MEM (control basal o negativo) y a-MEM + 10% SBF (control positivo). La expresion de factores de
stemness (auto-renovacion y multipotencia), incluidos SOX-2 y OCT-4, asi como la expresién de
factores de diferenciacion osteo-condrogénica y mineralizacion ésea como BMP2, BMP6, FGF10,
RUNX2 y RANKL se evalué mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(g-PCR) (n=7). Todos los resultados fueron normalizados al gen de referencia GAPDH. Los valores se
expresan como X # ES. Andlisis estadistico: Se realizé un andlisis estadistico utilizando ANOVA de dos
vias, sequido de comparaciones multiples post hoc utilizando el método de Bonferroni (*p < 0,0500;
**p <0,01; ****p <0,0001).
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DISCUSION

Entender las complejas dinamicas de la progresidn del cdncer de mama exige un estudio
exhaustivo del microambiente tumoral. Entre los numerosos componentes que conforman
este entorno, los CAFs emergen como células coordinadoras claves, ejerciendo efectos
profundos sobre el comportamiento tumoral y la respuesta a la terapia. Actualmente, se
sabe que los CAFs son una de las principales poblaciones celulares que promueven la
progresion del cancer de mama [47]. Por lo tanto, determinar los tipos especificos de CAFs
y sus roles en el entorno tumoral es crucial para comprender mejor el proceso de evolucién
de esta enfermedad. Debido a su gran heterogeneidad, alin no se conocen completamente
todas las subpoblaciones de fibroblastos presentes en cada subtipo tumoral. Por ello, es
fundamental realizar investigaciones para caracterizarlos y entender a fondo su papel
especifico en el microambiente tumoral mamario. Esto facilitard el desarrollo futuro de
nuevas terapias que prevengan la progresion del tumor primario hacia lesiones
metastdsicas. Recordemos que la mayoria de los CAFs del estroma tumoral mamario que
provienen de las MSCs, son de MO fundamentalmente [128, 130, 133, 187, 188]. En este
sentido, la presencia de CAFs CD105(+)/CD34(-), no asociados a la vasculatura, en el
estroma intratumoral de las PCM podrian indicar potencialmente la existencia de
fibroblastos derivados de las MSCs que puedan haber migrado desde la MO durante las
etapas iniciales del desarrollo del tumor primario [71, 125], y que consecuentemente
influyen en el prondstico de la PCM propiciando la ocurrencia de metastasis dseas futuras
[177]. En relacidon con este ultimo comentario, como ya hemos mencionado previamente,
en estudios previos realizados en nuestro laboratorio, hemos observado que las células
tumorales de las PCM (carcinoma ductal infiltrante, estadio I/Il) producen sustancias
guimiotdcticas de las MSCs de la MO, como IL-6, SDF-1 y CCL-2, entre otras [92]. Ademas,
hemos encontrado una asociacién significativa entre la expresién de estos ligandos en las
células tumorales de mama y la expresion de sus respectivos receptores, IL-6R, CXCR-4 y
CCR-2, en células estromales fusiformes, fibroblast-like, no asociadas a la vasculatura, que

se encuentran dentro del microambiente tumoral de estas PCM [92]. Por otro lado, varios
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estudios in vitro demostraron que las MSCs pueden diferenciarse en CAFs que expresan a-
SMA tras la incubacion con células tumorales [188, 189]. En relacién, en el estudio
preliminar de diferenciacién realizado en la presente tesis, encontramos que las MSCs de
MO de VS, expuestas durante 21 dias a MCo de lineas tumorales mamarias humanas (MCF-
7 y MDA-MB231), se diferenciaron en CAFs, mostrando un aumento en la expresion de a-
SMA y FAP, manteniendo las moléculas CD146 y CD105 presentes en las MSCs. Todo esto
esto sugiere que las células tumorales liberan factores que pueden atraer a las MSCs de la

MO hacia el tumor primario y luego también facilitar su diferenciacién en CAFs.

Por otra parte, al dividir nuestra cohorte de PCM en alta y baja de expresiéon de CAFs
CD105(+)/CD34(-) segun un score final que tenia en cuenta la abundancia de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) y el nivel de expresion/célula, encontramos que la alta expresion de
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) estaba asociada con la edad y el tamafio del tumor.
Observamos que las pacientes menores de 50 anos, asi como aquellas con un tamafio de
tumor mayor a 2 cm, tenian una abundancia de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) mayor. Es
bien sabido que las pacientes mads jévenes o aquellas con tumores mas grandes tienden a
tener un perfil tumoral mas agresivo y un peor prondstico en el cdncer de mama [190, 191].
Por lo tanto, la presencia de este tipo de fibroblastos podria indicar potencialmente una
mayor agresividad tumoral en pacientes mas jovenes. Esto sugiere la existencia de un
microambiente tumoral fibroblastico que facilitaria la progresién y el crecimiento del tumor
de mama. En relacién, la abundancia de estroma, especialmente el compuesto por
abundantes fibroblastos, y con abundante desmoplasia han surgido como factores cruciales
gue influyen en la progresién del tumor mamario y en los resultados para la paciente [156,
192-195]. Los fibroblastos dentro del estroma desempefian roles multifacéticos en la
promocién del crecimiento tumoral, angiogénesis y metdastasis [196]. La desmoplasia es
consecuencia de la activacién de los CAFs, y refleja la deposicién de componentes de la
matriz extracelular, particularmente fibras de colageno, contribuyendo a un microambiente
fibroso [196]. Estos componentes del estroma tumoral crean un nicho de soporte para las
células tumorales, facilitando su supervivencia, invasién y diseminacion [47]. Los resultados

de nuestro estudio revelaron una asociacidn significativa entre la expresion de CD105 vy el
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porcentaje de estroma intratumoral, la abundancia de fibroblastos y el grado de
desmoplasia. Aquellas PCM con una alta proporcion de estroma intratumoral, una gran
abundancia de fibroblastos o desmoplasia severa tenian una mayor proporcion de CAFs
CD105(+)/CD34(-) indicando un posible papel de este tipo celular en la deposicidén de los

MEC y el desarrollo de un microambiente tumoral fibroso.

Por otro lado, los resultados de este estudio revelan una asociacion significativa entre
la presencia de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y el riesgo de desarrollar metastasis en las
PCM. Las pacientes con una mayor expresién de CD105 en dichas células mostraron una
mayor tasa de ocurrencia de metdstasis en comparacion con aquellas con baja expresion
de CD105. Estos hallazgos son consistentes con un estudio previo de nuestro laboratorio
gue ha destacado el papel de CD105 en la promocién de la progresion tumoral [137].
Interesantemente, al considerar el sitio de metdstasis, observamos una asociacion
significativa entre la presencia de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y el sitio metastasico dseo.
El hueso representa uno de los sitios predominantes de propagacién metastasica en PCM y
representa un importante contribuyente a la mortalidad de las pacientes [197]. A pesar de
esto, la mayoria de las células que se liberan de los tumores primarios no pueden generar
metastasis, lo que indica que los microentornos de los drganos diana son desfavorables para
las células tumorales. Esto sugiere que las células de cdncer de mama deben someterse a
un proceso de adaptacion para ajustarse a las nuevas condiciones del érgano anfitrién. El
hueso, en particular, presenta caracteristicas Unicas que pueden ser aprovechadas por las
células cancerosas: experimenta una remodelacidn constante y ofrece una variedad de
microambientes [198]. En nuestra cohorte de PCM, aquellas con presencia de metdstasis
O6seas mostraron una alta expresion de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) lo que sugiere un
papel preferencial de estas células en la ocurrencia de metastasis dseas. Esto implica que
los fibroblastos CD105(+) podrian tener un impacto significativo en el desarrollo y la
progresidon del tumor primario de mama, y posiblemente contribuir a la evolucion de la
cascada metastasica, especialmente hacia la MO y el hueso. En investigaciones previas,
encontramos una asociacion significativa entre la expresién de RANKL y CCL-2 en células

estromales fusiformes, no asociadas a la vasculatura, en tumores primarios de carcinoma
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de mama tempranos, con la expresidn de los receptores RANK y CCR-2 en las células
tumorales de mama, respectivamente [92]. Estos hallazgos, junto con los descubrimientos
de otros investigadores, sugieren que estas células estromales, a través de las acciones de
RANKL y CCL-2, pueden influir en la proliferacién, supervivencia, invasidon, migracion e
intravasacion de las células tumorales de mama durante las etapas tempranas de este tipo
de céncer [95-98, 199]. En estudios de otros investigadores, se ha reportado que el
cancer de mama, tipo desmopldsico, muestra una alta expresion de podoplanina, P4HpB,
S100A4, PDGFRa y PDGFRp [60]. En las PCM con metadstasis éseas, podoplanina, S100A4 y
PDGFRa se encuentran significativamente elevadas en los CAFs del tumor primario [200].
Estos resultados se alinean con nuestras observaciones, donde la presencia de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) se correlacioné con un estroma tumoral desmopldsico. Asimismo, a
través de nuestro estudio prospectivo de caracterizacion, encontramos que estos
fibroblastos tenian una mayor proporcion de células que expresan P4HB y PDGFRaq, y en el
analisis del secretoma, observamos que liberaban S100A4. Por lo tanto, estos hallazgos
sugieren que los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) podrian contribuir a la formacién de un
estroma desmopldsico y, en ultima instancia, estar implicados en la ocurrencia de

metastasis dseas, en parte a través de estas proteinas involucradas.

También encontramos que la expresion de CD105 en los CAFs, no asociados a la
vasculatura, se asocié significativamente con el nimero de focos metastasicos por érgano,
particularmente en el hueso. Las pacientes con alta expresion de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) tuvieron una mayor incidencia de multiples focos dentro del mismo
6érgano en comparacidon con aquellas con baja expresién de estos fibroblastos, y esta
tendencia fue particularmente evidente en las PCM con metdstasis dseas. Esto sugiere que
la alta expresion de CD105 en los CAFs puede contribuir al establecimiento y crecimiento
de multiples lesiones metastdsicas en sitios especificos de drganos, particularmente en el
microambiente éseo. Las PCM con alta expresion de CD105 también mostraron un MFS, un
BMFS y una OS mas cortos. Asimismo, el CD105 fue un predictor independiente para estos
tiempos en nuestras pacientes con carcinoma ductal infiltrante en estadios tempranos.

Estos resultados enfatizan el valor prondstico de CD105 como un posible biomarcador
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independiente del riesgo de ocurrencia de metdstasis dseas, asi como también de Ia
sobrevida de las PCM. Este hallazgo es fundamental porque no sdélo nos indica el riesgo de
ocurrencia de metastasis dseas sino la importancia de desarrollar estrategias para prevenir
la diseminacién secundaria hacia y desde el hueso tempranamente. Estudios clinicos han
sugerido que el hueso podria no ser el destino final de las células cancerosas de mama que
se alojan en él, ya que la metdstasis inicial en el hueso se ha asociado con un alto riesgo de
recaida en otros drganos. Ademas, las terapias adyuvantes que eliminan las células
tumorales de la MO contribuyen a reducir el riesgo de metastasis extra-dseas en pacientes
con células cancerosas mamarias en estado de latencia en la MO o con metdstasis dseas. Es
importante recordar que la médula ésea y el hueso funcionan como una unidad integrada.
Estos datos clinicos respaldan la hipdtesis de que el hueso actia como un sitio de paso para

la diseminacion secundaria [139, 201].

La microcalcificacion mamaria andrquica es reconocida como una caracteristica
diagndstica importante en el cdncer de mama [202—204]. Estas microcalcificaciones, que se
detectan comunmente mediante mamografia, estan asociadas con diversas condiciones
patoldgicas, incluidas lesiones mamarias benignas y malignas [202]. Se identifican dos tipos:
tipo | (oxalato de calcio), que se restringe al tejido benigno, y tipo Il (hidroxiapatita de
calcio), presente en ambas lesiones [205]. Un hallazgo notable en nuestro estudio fue la
correlacion entre la presencia de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) en el tumor primario y la
microcalcificacién anarquica. Nuestros resultados mostraron que las pacientes con mayor
expresion de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) presentaban una incidencia significativamente
mayor de microcalcificaciones andrquicas antes del diagndstico del tumor, asi como una
mayor abundancia de microcalcificaciones en el estroma tumoral. Ademas, observamos una
asociacion significativa entre la presencia de estas microcalcificaciones y la ocurrencia de
metastasis 0seas. Estas observaciones sugieren que los CAFs CD105(+), no asociados a la
vasculatura, pueden desempefiar un papel en el desarrollo de microcalcificaciones en la
mama, fomentando un microentorno similar al del tejido 6seo. Aunque no se comprenden
completamente los mecanismos que subyacen a su formacion, la evidencia emergente

indica que los procesos de calcificacion en el microambiente mamario involucran células
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tumorales con caracteristicas similares a osteoblastos [202, 203, 205, 206]. Varios estudios
han revelado que, durante la mineralizacion patoldgica, las células “osteomiméticas”
expresan factores de transcripcién y proteinas de la matriz dsea involucradas en la
calcificacion fisiolégica, al igual que los osteoblastos (como BMPs y RUNX2) [205, 207, 208].
Esto sugiere que, durante la tumorigénesis, una poblacién de células cancerosas epiteliales
adquiere el fenotipo mesenquimal a través de la EMT, y algunas de estas células invasivas
pueden diferenciarse en células "similares a osteoblastos", impulsadas por factores
osteoblasticos [207, 209, 210]. Incluso hay estudios que demuestran que las células de
cancer de mama metastdsico presentan una alta expresion de genes osteoblasticos, como
RUNX2, osteopontina y osteonectina, entre otros, junto con una mayor mineralizacién [207,
211, 212]. Otros trabajos han mostrado que las pacientes con microcalcificaciones
anarquicas presentan niveles elevados de proteinas como RANKL y SDF-1 en comparacion
con aquellos sin microcalcificaciones [208, 213]. Estos hallazgos coinciden con un estudio
previo en el que observamos una expresion positiva de RANKL y SDF-1 en células tumorales
mamarias de pacientes con carcinoma ductal infiltrante en etapas tempranas [92].
Asimismo, en la parte B de nuestro estudio, al exponer lineas tumorales al MCo de los CAFs
CD105(+)/CD34(-), encontramos un aumento en la expresidon de genes de diferenciacién
osteogénica, reforzando lo mencionado anteriormente. Por lo tanto, es plausible proponer
que estos fibroblastos CD105(+)/CD34(-) podrian favorecer la presencia de células
tumorales con caracteristicas de osteoblastos, induciendo asi la formacion de
microcalcificaciones. Sin embargo, aln es necesario esclarecer si la generacién de un
estroma inflamatorio previo a la lesién tumoral mamaria podria favorecer el desarrollo de
microcalcificaciones andrquicas, o si estas son consecuencia de la evolucién tumoral
propiamente dicha, como describimos previamente [205]. Finalmente, es importante
mencionar que, dado que nuestro registro no pudo determinar la naturaleza de las
microcalcificaciones, es posible que las pacientes con microcalcificaciones andarquicas y
metdstasis dseas presenten microcalcificaciones de hidroxiapatita, componente mineral
tipico de la matriz de mineralizacidn ésea, mientras que aquellas sin metastasis presenten

microcalcificaciones de oxalato de calcio. Por lo tanto, evaluar no solo la presencia, sino
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también la naturaleza de las microcalcificaciones anarquicas seria crucial para un
seguimiento mds minucioso de las pacientes que podrian desarrollar metdstasis dseas en el

futuro.

Por otro lado, un porcentaje importante de las PCM con alta expresién de CD105
experimentaron dolor éseo, antes del inicio de eventos metastasicos, en comparacién con
el grupo de pacientes con baja expresion de CD105. En relaciéon a este hallazgo,
investigaciones han demostrado que las células tumorales y/o las células del estroma
tumoral, como los CAFs y células del sistema inmune, secretan una variedad de factores que
sensibilizan o excitan directamente a las neuronas aferentes primarias pudiendo inducir
dolor éseo. Estos factores incluyen prostaglandinas, bradiquinina, TNF-a, endotelinas, IL-1
e IL-6, EGF, TGF-a, PDGF y factor de crecimiento nervioso, CCL-2, entre otros [214-217]. En
trabajos previos, nuestro grupo ha encontrado expresion de IL-6 y CCL-2 en las células
tumorales y estromales fusiformes, no asociadas a la vasculatura, en tumores primarios de
carcinoma de mama, ductal infiltrante, temprano [92]. Ademads, un hecho importante, es
gue tanto la IL-6 como CCL-2, son factores que favorecen la formacién de osteoclastos,
célula involucrada en la remodelacién ésea y dolor éseo [218-222]. Es decir, el dolor éseo
podria ser anterior al evento metastasico y luego aumentar con la metdstasis 6sea, jugando

un papel clave los CAFs CD105(+), no asociados a la vasculatura.

Estudiar la expresion de CD105 a nivel proteico mediante inmunohistoquimica nos
permitio visualizar directamente la presencia y distribucién de CD105 en el microentorno
tumoral, particularmente en los CAFs. Esta técnica nos brinda la capacidad de evaluar la
localizacién y abundancia de CD105 en el compartimento estromal, proporcionando
informacién valiosa sobre su posible papel en la progresiéon tumoral. No obstante,
considerando que los niveles de mRNA pueden ofrecer informacion crucial sobre los
patrones de expresion génica, nos parecid interesante explorar si la expresién de CD105 a
nivel de mRNA también se correlaciona con el prondstico de las pacientes. Esta
investigacion adicional tuvo como objetivo validar nuestros hallazgos en otro nivel de
expresion génica, proporcionando una comprension mas completa del posible papel de

CD105 en el contexto de la enfermedad. Para investigar esto, segregamos la poblacién de
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datos segun la expresion de mRNA de CD105, FAP y FSP, y la ausencia de expresién de mRNA
de CD34, considerando que los datos de estas bases de datos incluyen todo el tumor. En
este sentido, obtuvimos resultados similares a los de nuestra cohorte. Encontramos que las
muestras con una expresidon elevada de mRNA de CD105 tenian una OS mas corta.
Lamentablemente, esta base de datos no proporciona informacién sobre la ocurrencia de
metastasis en diferentes sitios y el tiempo hasta estos eventos, por lo que no pudimos
analizar en mayor profundidad si existia una asociacidn entre la expresion del mRNA de
CD105 y la ocurrencia de metastasis 6seas. Ademas, observamos diferencias en la
asociacién con parametros clasicos. En nuestra cohorte de PCM, la expresién de CD105 se
asocid con el tamafio del tumor y la edad de las pacientes, lo cual no se encontrd en la
cohorte de datos de METABRIC. Sin embargo, en esta ultima cohorte, si encontramos una
asociacion entre el estado de los RE y RP y la expresion de mRNA de CD105. Estas diferencias
en los resultados pueden atribuirse a varios factores, incluyendo el sesgo de la cohorte,
diferencias en las caracteristicas demograficas de las pacientes y las metodologias

experimentales en general.

De todo lo expuesto, se puede afirmar que la expresion de CD105 proporciona un
parametro prometedor que no solo es facilmente detectable, sino también reproducible y
eficiente en términos de tiempo en varios subtipos moleculares del cancer de mama.
Considerando estas ventajas, la expresion de CD105 en los CAFs, no asociados a la
vasculatura, es un biomarcador candidato que puede incorporarse facilmente en la practica
diagndstica rutinaria de patologia mamaria. Su inclusion mejoraria la precisidon de la
estratificacion del riesgo de metastasis dseas en las PCM, lo que permitiria tomar mejores

decisiones de tratamiento, mejorando asi los resultados y sobrevida de las pacientes.

Desde otra perspectiva, nuestro estudio explora las caracteristicas fenotipicas de dos
subpoblaciones distintas de fibroblastos dentro del microambiente tumoral mamario: los
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-). En principio, para comprender su
posible origen, evaluamos marcadores tanto de CAFs como de MSCs. Se establecié que las
MSCs se caracterizan por ser positivas para CD105, CD73 y CD90, y negativas para CD45,
CD34, CD14 o CD11b y CD19 [223-225]. Ambas subpoblaciones de fibroblastos expresan
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marcadores de MSCs, CD73 y CD90, y muestran la negatividad esperada para CD34, CD11b
y CD19, indicando una identidad compartida. Sin embargo, la subpoblacion de fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) se destaca por expresar de manera Unica los tres marcadores candnicos
de MSCs (CD73, CD90 y CD105). Al respecto, Yizhu Chen y colaboradores, hablan en lugar
de CAFs de células progenitoras mesenquimales aisladas de tumores de mama de pacientes
con carcinoma ductal infiltrante, las cuales expresan caracteristicas de células madre,

incluyendo CD105, CD90 y CD73 [226], con morfologia fusiforme, fibroblast-like.

Las MSCs ademds pueden expresar marcadores adicionales positivos como CD106,
CD146, entre otros [223, 227]. En particular, segun los resultados de varios estudios, la
expresion de CD146 distingue a las MSCs de las células no-MSCs de MO, como son los
fibroblastos, asi como de las células dseas, como osteoblastos/ osteocitos que expresan
varios marcadores de MSCs, pero no CD146 [228-230]. En este sentido, los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) del tumor de mama muestran un porcentaje significativamente mayor
de células que expresan el marcador CD146 (MCAM) y CD106 (VCAM), asi como mayor
expresion génica de ambos marcadores, en comparacion con los fibroblastos CD105(-
)/CD34(-). Si bien el CD146 estd presente en numerosas células tumorales, células
endoteliales, pericitos y MSCs, hallazgos de bibliografia sugieren que su papel se extiende
mas alld de ser Unicamente una molécula de adhesién y migracion, con la capacidad de
unirse a varios ligandos, incluidos factores de crecimiento y matrices extracelulares [231,
232]. Estd bien establecido que las MSCs que expresan niveles elevados de CD146 exhiben
perfiles superficiales modificados, secrecidén elevada de IL-6 y mayor eficacia en la supresion
de células T activadas [233]. Como mencionamos anteriormente, el CD146 es un marcador
de las MSCs osteoprogenitoras, y su mayor expresién en las MSCs, en particular en las
derivadas de la MO, indica células madre con mayor capacidad de auto-renovacion,
proliferacién, multipotencialidad, regulacion de la hematopoyesis, migracion y mayor
resistencia a la senescencia, entre otras propiedades [228-230]. Por otro lado, el CD106 es
una glicoproteina transmembrana esencial para la adhesion celular a la matriz extracelular
y la comunicacion celular mediante la unién con diversos ligandos, tal como VLA-4 (a4B1)

[234]. Se sabe que ambos se expresan de manera aberrante en varios tipos de cancer, como
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el cancer de mama, lo que lleva a la invasién y metastasis a organos distantes [234].
Especificamente, el CD106 también se conoce por promover la ocurrencia de metastasis
6seas al activar los osteoclastos debido a su unién a aVB3, fomentando asi el
establecimiento de un ciclo vicioso crucial para la metastasis osteolitica en el cancer de
mama [234]. Ademas, se han reportado otras observaciones que indican que las
caracteristicas inmunosupresoras de las MSCs y los niveles elevados de la proteina CD106
promueven el crecimiento tumoral [235, 236]. Por lo tanto, los fibroblastos CD105(+) y
CD106(+) pueden desempefiar un papel potencial en la mediacién de la inmunotolerancia

en el sitio tumoral.

Los CAFs se distinguen de los fibroblastos normales de mama a través de la expresion
diferencial de a-SMA, FAP, FSP y PDGFRa, entre otros [44-46]. Mientras que los CAFs
manifiestan negatividad para los marcadores de CD34, CD31 y citoqueratina, una
proporcién sustancial muestra positividad para a-SMA, FSP, FAP, desmina, TNC, P4HB y
PDGFR-q, entre otras proteinas [41, 54]. En el presente estudio, ambas subpoblaciones de
fibroblastos expresaron marcadores de fibroblastos activados, incluyendo a-SMA y FAP, con
una prevalencia notable de células positivas para FAP. Es interesante destacar que la
subpoblaciéon de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) exhibié caracteristicas moleculares
distintas, demostrando porcentajes de células que expresan PDGFRa, desmina y P4H[
elevados en comparacion con los fibroblastos CD105(-)/CD34(-). Esta bien establecido que
PDGFRa esta sobreexpresado tanto en células tumorales como en CAFs, y esta expresion
anormal parece propiciar el crecimiento tumoral [237]. Los PDGFs funcionan
principalmente como factores de crecimiento paracrinos, activando vias de sefalizacidon
que regulan la proliferacion, supervivencia, angiogénesis y migracion de ambos tipos
celulares, fomentando en ultima instancia la progresion tumoral [237]. Por otro lado, P4HP,
gue codifica una chaperona molecular del RE, muestra una expresion elevada en canceres
como el glioma y el cancer de pulmén [238]. Si bien su impacto en el prondstico del tumor
mamario no esta claro, el nivel de expresion de P4HPB influye en la progresién tumoral,
sugiriendo su potencial como un indicador pronéstico independiente y un biomarcador

diagndstico para el cancer [238].
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Al examinar las caracteristicas funcionales, aunque tanto los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) como los CD105(-)/CD34(-) mostraron una eficiencia de clonado
comparable para formar CFU-F (nimero de CFU-F/100 células viables sembradas), la
primera subpoblacidon presentd caracteristicas distintivas en cuanto al tamafio de las
colonias y la morfologia celular. En particular, el nimero significativamente mayor de
células estromales por campo/CFU-F y la presencia de células mas pequefias dentro de las
colonias formadas por fibroblastos CD105(+)/CD34(-) sugieren una disposicién espacial
Unica o una distribucion particular del tamafio celular dentro de estas colonias,
observaciones que indican que estos fibroblastos presentan mayor auto-renovacién vy
proliferacién que los CD105(-)/CD34(-) por CFU-F formada. Al comparar esta capacidad de
clonado con la de las MSCs de la MO en experimentos previos de nuestro laboratorio,
observamos que cuando sembramos MSCs de la MO de VS a una densidad de 100
células/cm?, alcanzaban la confluencia después de 14 dias, lo que dificultaba distinguir los
limites entre las diferentes CFU-F. Por esta razon fue necesario reducir la concentracién de
siembra a 50 MSCs/cm?. Esto indica que la eficiencia de clonado de las MSCs de MO
normales es mayor que la observada en ambas subpoblaciones de fibroblastos, al igual que
el nimero de células mesenquimales por campo 6ptico de CFU-F [239]. Estos hallazgos
sugieren, que las MSCs de MO normal poseen una mayor capacidad de auto-renovacién y
proliferacién [239] en comparacién con los CAFs, lo que podria estar relacionado en estos
ultimos con la menor expresion génica de CD146. Investigaciones previas de nuestro
laboratorio [161] indican que los aspirados de MO normal, que contienen MSCs del nicho
vascular, presentan un 99,80 + 0,14 % de MSCs-CD146(+) y una intensidad de fluorescencia
relativa de 82,68 + 12,24. Esto reafirma que la expresién de CD146 en las subpoblaciones
fibroblasticas evaluadas en el presente trabajo, es baja. Por lo tanto, aunque ambas
subpoblaciones fibroblasticas poseen caracteristicas propias de las MSCs, como la
capacidad de auto-renovacion y proliferacion, asi como marcadores de superficie, su nivel
de stemness no seria comparable al de las MSCs de MO que podrian haberles dado origen

al llegar al tumor primario de mama.
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Los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) mostraron una tasa de crecimiento celular mas alta
en comparacion con la poblacion CD105(-)/CD34(-). Esta capacidad proliferativa elevada fue
coincidente con un mayor porcentaje de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) en la fase S, lo que
indica sintesis activa de DNA, en comparacion con las células de la subpoblacién CD105(-
)/CD34(-). Estos hallazgos concuerdan con la complejidad del papel de los CAFs en la
progresion del cdncer de mama [41, 240]. Los fibroblastos mamarios activados,
influenciados por factores como el TGF-B, muestran un aumento en la proliferacién, lo que
puede conducir potencialmente a la fibrosis tisular [241, 242]. Si este proceso patoldgico se
ve exacerbado, puede alterar la arquitectura del tejido y contribuir a la disfunciéon del
6rgano. Es crucial sefalar que los cambios fibréticos estan relacionados con el desarrollo
del cdncer de mama [243]. Como se ha mencionado anteriormente, en los tumores de
mama, la presencia persistente de CAFs activados, que se asemejan a miofibroblastos,
contribuye a la formacion de un estroma desmopldsico, en linea con la nocién del tumor
como “una herida que no cicatriza” [44, 244]. Por lo tanto, los CAFs con un perfil
CD105(+)/CD34(-) exhiben una alta tasa de proliferacién y contribuirian a la desmoplasia

del estroma, favoreciendo la evolucion tumoral.

En cuanto al estrés oxidativo, los CAFs CD105(+)/CD34(-) mostraron niveles
significativamente mas altos de ROS totales y mitocondriales en comparacién con los
fibroblastos CD105(-)/CD34(-). Este aumento del estrés oxidativo en los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) implica un entorno redox potencialmente mas dinamico dentro de esta
subpoblacion. El microambiente hipdxico en los tejidos de cdncer de mama desmoplasico
contribuye al estrés oxidativo debido a la produccion de ROS mitocondriales y la via
glucolitica [245]. Es importante destacar que tanto las células cancerosas como los CAFs
generan altos niveles de ROS que influyen en la formacion de nuevos CAFs y la estimulacién
de su funcion, asi como en la induccion de alteraciones gendmicas en las células epiteliales
mamarias [245, 246]. Ademas, es bien sabido que los niveles elevados de ROS dentro de los
fibroblastos estromales conducen a la liberaciéon de sefiales pro-invasivas (como IL-6, HGF,

VEGF, CXCL12, CXCL14, entre otros). Estas senales activan vias de sefializacién, fomentando
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la motilidad celular tumoral y la neo-angiogénesis, amplificando asi el potencial de

diseminacion metastasica [19, 73, 185, 247, 248].

Por otro lado, tanto los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) como los CD105(-)/CD34(-)
mostraron niveles comparables de senescencia celular, dado que encontramos un
porcentaje similar de células positivas para SA-B-galactosidasa. Los CAFs senescentes
dentro del microambiente tumoral juegan un papel crucial en la progresién del cancer,
secretando factores pro-tumorales [186, 187]. La senescencia inducida por la terapia en los
fibroblastos a menudo resulta en resistencia a la quimio y radioterapia y estimula la
promocién de un fenotipo secretor pro-tumoral [186, 187]. El programa de senescencia en
estas células puede ser desencadenado por diversos factores estresantes, como el estrés
oxidativo. Por lo tanto, comprender el papel de los CAFs senescentes es esencial para
abordar la resistencia terapéutica y mejorar los resultados del tratamiento del cancer. Sin
embargo, es importante mencionar que se necesitan estudios adicionales sobre la
senescencia celular para verificar verdaderamente estos hallazgos. A futuro seria
interesante también evaluar la expresion de proteinas relacionadas con la senescencia (p16,

p21 o p53) o medir el fenotipo secretor asociado a la senescencia.

Ampliando nuestra exploracién a perfiles de expresidn génica relacionados con aspectos
cruciales de la funcion celular, los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) mostraron una expresion
significativamente elevada de genes clave asociados con la capacidad stemness,
diferenciacién osteogénica, regulacién de la osteoclastogénesis, migracién y progresién
tumoral en comparacién con los fibroblastos CD105(-)/CD34(-). Especificamente, los
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) exhibieron niveles de expresién mas altos de CD146, RUNX2,
RANKL y TNC. Estos hallazgos sugieren una firma molecular en los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) que se alinea con propiedades de células madre, potencial osteogénico y
capacidades migratorias, proporcionando una mayor comprension de la diversidad
funcional de las subpoblaciones de fibroblastos dentro del microambiente tumoral de
mama. Se sabe que las proteinas de la matriz extracelular no estructurales, como TNC,
también son expresadas por los CAFs [78]. Estudios como el de Huang et al. han demostrado

in vitro que TNC estimula la proliferacién, migracién y metastasis de la linea celular de
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cancer de mama humano MDA-MB231 [79]. La elevada expresion génica de TNC en los
fibroblastos CD105(+)/CD34(-) esta posiblemente vinculada a su papel en la modulacién de
la sefalizacidn de las células madre tumorales , al posiblemente influir en reguladores clave
de las vias de Wnt y Notch, asociadas con un mayor riesgo de recurrencia [249-251].
Ademas, el hecho de que una baja expresién de TNC en el estroma esté vinculada a mejores
resultados, mientras que una alta expresidon de TNC se asocia con una pobre supervivencia
alos 5 anosen las PCM, resalta laimportancia de TNC como un posible marcador prondstico
[249, 252-254]. A la luz de la elevada expresion de RUNX2 observada en la subpoblaciéon
CD105(+)/CD34(-) de los CAFs, los descubrimientos han revelado su contribucién
significativa a la progresion tumoral y las metastasis dseas en el cancer de mama, sugiriendo
su relevancia en multiples tipos de cdncer [255]. En relacion, RUNX2 es un factor de
transcripciéon con un papel fundamental en la regulacién de genes propicios para la
formacidn ésea, lo que indicaria un posible potencial de diferenciacidon osteogénica de los
CAFs estudiados y exhibe una expresién anormal en tumores propensos a metastasis éseas
[256, 257]. En relacidn con la expresion aumentada de RANKL, hay estudios que destacan
el impacto proliferativo derivado de la interaccion entre RANKL y RANK en las células de
cancer de mama, sugiriendo su participacidn tanto en la iniciacién como en la progresién
del cancer de mama [183, 258—-264]. RANKL actia como una citoquina especifica del tejido
que facilita la migracién celular tumoral y desempefia un papel critico en la promocién de
la metastasis especifica del hueso, particularmente en tumores epiteliales, como es el
cancer de mama [183]. En consecuencia, el enfoque terapéutico dirigido a las interacciones
entre RANKL y su receptor RANK emerge como un tratamiento prometedor para
interrumpir la metastasis y la progresién tumoral dentro del hueso [183, 258-262].
Nuestros hallazgos destacan que los CAFs CD105(+)/CD34(-) muestran una elevada
expresidon génica de RANKL, lo que resalta su posible implicacidn en la regulacion de estos
procesos. En estudios paralelos a este trabajo, observamos la co-expresion de CD105 vy
RANK en los CAFs, no asociados a la vasculatura CD34(-), de tumores primarios de PCM de
tipo ductal infiltrante, temprano [184]. Mas aun, encontramos que estos CAFs tenian la

capacidad de migrar en respuesta a la estimulacion con RANKL recombinante humano, y
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este efecto migratorio se inhibia al agregar un anticuerpo anti-RANKL y/o anti-RANK [184].
Ademas, resultados previos de nuestro grupo sugieren una comunicacion reciproca entre
la expresion de RANKL en las células tumorales de mama y estas células estromales, no
asociadas a la vasculatura, y una regulacién autdcrina y paracrina de RANK, especialmente
en este tipo de CAFs [92]. Considerando esta informacidn y nuestros resultados del presente
trabajo, surge la hipétesis de que el sistema RANKL-RANK podria desempefiar un papel
significativo en la migracion de los CAFs dentro del microambiente tumoral mamario, asi
como su intravasacidn a sangre y su extravasacion hacia futuros nichos pre-metastasicos,
como lo es la MO/hueso. En relacidn, estudios realizados por otros autores han demostrado
qgue los CAFs pueden aumentar la supervivencia y el establecimiento de las células
tumorales en partes distantes del cuerpo al propagarse a través del torrente sanguineo, ya
sea como CAFs circulantes independientes o junto con células tumorales [265, 266]. Al
respecto, un estudio detecté CAFs circulantes y conglomerados de CAFs en la sangre

periférica de PCM con enfermedades metastasicas [266].

Al evaluar el secretoma de ambas poblaciones fibroblasticas, nuestro analisis reveld tres
grupos distintivos de proteinas, cada uno asociado con procesos biolégicos especificos
integrales para la biologia tumoral. En el primer grupo, se encontraron determinadas
proteinas que resultan interesantes por estar implicadas en diversas vias tumorales, como
por ejemplo S100A7, tubulina-1, serpina B3, IGFBP3, decorina y COL31A. Al respecto, en
ambos MCo se encontrd la proteina S100A7. Se sabe que los genes S100, particularmente
S100A7, se expresan de manera diferente entre tejido normal y tumoral, asi como entre las
distintas etapas del cancer de mama [267]. La sobreexpresion de S100A7, observada
principalmente en situaciones de estrés e inflamacién, también se produce en respuesta a
hormonas y factores de crecimiento, como el estrégeno y el EGF. S100A7 actia como una
citoquina al unirse a su receptor RAGE (receptor para los productos finales de glicacion
avanzada) y se ha demostrado que la via activada S100A7/RAGE promueve efectos
angiogénicos y facilita la diseminaciéon metastasica en el cancer de mama [268]. Por otro
lado, tubulina-1 es una proteina de la subunidad de los microtubulos, estructura critica en

la mitosis, el crecimiento y el movimiento celular, procesos especialmente relevantes en las
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células tumorales [269]. La tubulina-1 es el blanco de algunos de los farmacos
anticancerigenos mas utilizados en entornos clinicos, conocidos como agentes de unidn a
la tubulina, que incluyen alcaloides de la vinca, taxanos y epotilonas. Por lo tanto, esta
proteina desempefia un papel fundamental en la resistencia de las células tumorales a los
farmacos [270]. En relacidn a la serpina B3, pocos estudios se han realizado para evaluar su
rol dentro del tumor mamario. Sin embargo, es sabido que serpina B3 emerge como un
potencial biomarcador predictivo en cancer de pulmon avanzado, asociandose con una baja
supervivencia post-quimioterapia [271]. Ademas, la sobreexpresion de serpina B3 impulsa
la proliferacion epitelial y fibrosis pulmonar en modelos murinos [272]. Asimismo, se revela
que serpina B3/B4, activadas por STAT3, favorecen la supervivencia de las células de
carcinoma escamoso [273]. Estos estudios sugieren un papel significativo de la serpina B3
en el microambiente tumoral y su potencial relevancia como diana terapéutica. La via del
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo | (IGF1R) desempefia un papel
crucial en el cdncer de mama, especialmente en la sefializacion dependiente de estréogeno
[274]. La proteina de unién al IGFBP3 es destacada en la regulaciéon, mostrando capacidad
para proteger contra la apoptosis y estimular la proliferacién celular. IGFBP3 tiene un papel
multifacético, actuando como supresor o promotor tumoral seglin el estadio y las
interacciones con otras vias de sefializacion. Estudios demuestran que IGFBP3 induce
senescencia en células de cancer de mama MCF-7 al inhibir la actividad de la telomerasa
[275], asi como existen otros estudios que indican que IGFBP3 podria desempefiar un papel
en la sefalizacidn apoptética de la vitamina D y podria estar implicada en la resistencia
adquirida al efecto pro-apoptético de la vitamina D en el cancer de mama [276]. En relacidn
a la decorina, un importante proteoglicano en la matriz extracelular, desempefia un papel
crucial en la proliferacién celular y la cicatrizacién. La disminucién de la expresién de
decorina en el estroma se asocia comunmente con un peor prondstico en cdnceres
epiteliales. Sin embargo, en un estudio en cancer de mama, se examinaron los niveles
plasmaticos de decorina, revelando un incremento en etapas avanzadas que podria ser un
indicador potencial de la progresion tumoral [277]. También, estudios han reportado que

la familia del colageno, incluido el COL3A1, esta estrechamente involucrada en la
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carcinogénesis y la resistencia a medicamentos [278-280]. Se sabe que el silenciamiento de
COL3A1 reprime la proliferacidon, migracién, invasion y escape inmunoldégico de las células
de TNBC al inhibir la expresidon de PD-L1 [281]. Ademas, en otro estudio se encontré que
una subpoblacidn especial de fibroblastos positivos para la proteina de membrana epitelial
1y COL3A1 estaba enriquecida en muestras de metastasis dsea de cancer de mama [282].
Estos fibroblastos facilitan el proceso de metastasis ésea al interactuar con las células
tumorales a través de la comunicacion COL3A1-ADGRG1 [282]. Todos estos resultados nos
llevan a pensar en el rol fundamental de ambas subpoblaciones fibrobldsticas
CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-) en la progresion metastasica del cancer de mama, a
través de la liberacién de COL3A1. Y en particular, los CAFs CD105(+)/CD34(-), que de
intravasar a sangre periférica y extravasar a MO/ hueso podrian contribuir a la progresion

de la cascada metastasica osea.

Otra proteina interesante encontrada en el segundo cluster fue SPARC. En el cancer de
mama, SPARC, también conocido como osteonectina, ha sido asociado con un peor
prondstico. Se han reportado funciones pro-tumorales, estimulando la EMT, promoviendo
la activacién de MMP-2, contribuyendo asi a las cascadas proteoliticas asociadas con la
invasion tumoral y consecuente migracién de las células tumorales como MCF-7 [283-286].
Finalmente, dos proteinas de interés encontradas en el tercer cluster son la
trombospondina-1 y la fibronectina-1, ambas conocidas por su implicancia en el desarrollo
tumoral. La trombospondina-1 es una glicoproteina matriz extracelular producida por
diversas células, incluidas plaquetas, hepatocitos y otras, que puede interactuar con
multiples factores, como CD36, integrinas, CD47 y TGF-P. Esta proteina participa en diversas
funciones, incluyendo la inflamacién, la regulacién de la angiogénesis y la apoptosis [287].
Se secreta en respuesta a la inflamacion [287] y se ha demostrado que esta involucrada en
lesiones tisulares, enfermedades inflamatorias y cancer. La trombospondina-1 podria
contribuir a la formacién del nicho pre-metastasico, ya que se ha demostrado que facilita la
metastasis del cancer de mama al interrumpir la integridad de las uniones intercelulares
endoteliales [288]. Ademas, tanto la trombospondina-1 como la fibronectina-1 han sido

reportadas como biomarcadores de enfermedad mamaria cuando son identificadas en el

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello



Pagina | 153

plasma de las pacientes [289, 290]. Por otro lado, la fibronectina-1 es un componente
importante de la matriz extracelular.Estructuralmente, la fibronectina-1 se define como una
glicoproteina de gran peso molecular, que exhibe diferentes expresiones y funciones en
varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama [291, 292]. Particularmente,
desempeiia un papel importante en la adhesion, proliferacién, migraciéon e invasion de las
células tumorales [293, 294]. De todo lo expuesto, surge que tanto las subpoblaciones de
CAFs CD105(+)/CD34(-) como CD105(-)/CD34(-) secretan proteinas con potencial pro-
tumoral. Asimismo, todos estos hallazgos subrayan la complejidad de las interacciones en
el microambiente tumoral [274], particularmente subrayan la complejidad de Ia
heterogeneidad de los fibroblastos y destacan la importancia de una exploracién adicional

para elucidar sus contribuciones especificas a la progresidn del cdncer de mama.

Ahora bien, mas alla de la caracterizacidn del secretoma, se evidenciaron patrones de
abundancia distintos dentro de cada subpoblacion fibroblastica, con diferencias
identificadas en la abundancia de laminina, lumican, Gal-3BP y el componente Cls del
complemento para los CAFs CD105(+)/CD34(-) y queratina tipo Il, para CD105(-)/CD34(-).
Estd reportado que las PCM con niveles séricos de Gal-3BP superiores a 11 pg/mL tienen un
mal prondstico y una tendencia a la ocurrencia de metdstasis; por lo tanto, Gal-3BP se
considera un antigeno asociado al tumor en el cdncer de mama [295]. Otros estudios
sugieren que lumican puede tener efectos supresores y promotores en los tumores en
diferentes contextos, especialmente en el cancer de mama [296]. En los tejidos de cancer
de mama, el lumican esta sobreexpresado en los fibroblastos adyacentes a las células
cancerosas. Este alto nivel de expresién estda ademas asociado con un mayor grado tumoral,
niveles mas bajos de receptores de estrégeno y pacientes mds jovenes [297]. En cuanto a
laminina, este factor desempefia un papel crucial en la regulacion de los MEC y estd
estrechamente asociado con varios procesos celulares, asi como con la invasidon tumoral y
el prondstico clinico en varios canceres epiteliales [298—-302]. Niveles elevados de laminina
estdn asociados con una mayor capacidad de migracion de las células cancerosas
contribuyendo significativamente a la invasidén y metdstasis del cancer de mama [298]. Esto

coincide con los hallazgos de nuestro estudio, donde los CAFs CD105(+)/CD34(-) exhibieron
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una mayor abundancia de laminina en el secretoma, resaltando su relevancia potencial en
la promocion de la progresién tumoral y el comportamiento metastasico. En cuanto a las
gueratinas de tipo Il como ligandos, no se ha identificado la presencia de receptores en el
sentido tradicional en las células tumorales mamarias. Sin embargo, estas queratinas, al ser
proteinas estructurales del citoesqueleto, interactian con diversas proteinas intracelulares,
desempeiiando un papel crucial en la funcionalidad celular. Estas interacciones pueden
tener implicaciones significativas en la progresion del cdncer de mama y su tratamiento.
[303, 304]. Futuros estudios deben ser realizados para conocer como actua al ser liberada

por los CAFs del microambiente tumoral mamario.

De todo lo expuesto se concluye que los CAFs CD105(+)/CD34(-) no muestran un perfil
secretor distintivo en comparacion con los CAFs CD105(-)/CD34(-), lo que sugiere que
ambos son fibroblastos activados pro-tumorales. Sin embargo, la variacion en la abundancia
relativa de las proteinas mencionadas anteriormente podria indicar diferencias en su
actividad secretora pro-tumoral. Desafortunadamente, no se pudo detectar en el
secretoma la presencia de citoquinas esperadas tales como CCL-2, IL-6, RANKL, entre otras.
El andlisis del secretoma basado en espectrometria de masas es un enfoque interesante
para determinar las moléculas liberadas por diversas subpoblaciones de fibroblastos. Sin
embargo, es importante reconocer que este método tiene limitaciones. La ausencia de estas
citoquinas esperadas podria atribuirse, por un lado, al tiempo insuficiente asignado para
gue las células liberen estos factores; el periodo de incubacion de 48 horas puede que no
haya sido adecuado. Por otro lado, algunos factores secretados pueden tener
concentraciones bajas debido a la dilucién del medio de cultivo, lo que dificulta su
deteccion. Otras limitaciones del estudio incluyen la interferencia potencial de la sal y otros
compuestos presentes en los medios de cultivo en el analisis protedmico, lo que requiere

una precipitaciéon especifica de proteinas para obtener resultados precisos [305].

Por ultimo, estudiando el impacto de los MCo en el comportamiento de las células
tumorales, los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) exhibieron una capacidad superior para
inducir la migracion en las células MCF-7 en comparacion con los fibroblastos CD105(-

)/CD34(-), sin diferencias significativas observadas en la linea celular MDA-MB231.
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Sorprendentemente, el MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) demostré un mayor
potencial para inducir la proliferacion en las células MDA-MB231 en comparacion el MCo
de los fibroblastos CD105(-)/CD34(-), sin un efecto en las células MCF-7. Los resultados
variables obtenidos de los tratamientos con MCo de ambas subpoblaciones de fibroblastos
en las lineas de cancer de mama humana estudiadas concuerdan con las observaciones
realizadas por otros investigadores, sugiriendo que cada subtipo de tumor mamario puede
desarrollarse junto con diferentes subtipos de CAFs, y que una misma subpoblacién de CAFs
puede afectar de manera distinta a cada subtipo molecular de cdncer de mama [306]. Estos
autores, encontraron que los CAFs pueden experimentar distintos cambios genéticos en
genes supresores de tumores como TP53 y PTEN, asi como alteraciones epigenéticas de
acuerdo al subtipo de cancer de mama [306]. Ademas, el estado de RE y HER2/neu en las
células tumorales de mama puede influir en la expresion génica y las funciones de los CAFs
[307-309]. Por ejemplo, los CAFs derivados de tumores de mama HER2/neu-positivos
tienden a mostrar una mayor expresion de genes asociados con las vias de seiializacion de
integrinas y del citoesqueleto, en comparacion con los CAFs aisladas de TNBC y tumores de

mama RE-positivos [308].

El estudio de expresién génica también revelé que el MCo de los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) indujo la expresidén de genes asociados con la capacidad de stemness,
auto-renovacién y multipotencialidad, (SOX2 y OCT4) en la linea celular MDA-MB231.
Ademas, tanto en las células MCF-7 como en las MDA-MB231, el MCo de los fibroblastos
CD105(+)/CD34(-) aumentd la expresion de genes asociados con la diferenciacién
osteogénica y la mineralizacion ésea, tales como BMP6 y FGF10. Particularmente en la linea
MDA-MB231 tratada con el MCo de la subpoblacion de fibroblastos CD105(+)/CD34(-) se
encontré un aumento en la expresiéon de RUNX2 y RANKL, genes relacionados con la
induccién de un fenotipo stem de tipo osteobldstico en las células tumorales mamarias y
osteoclastogénesis. Estos hallazgos establecen una conexién directa y refuerzan los
resultados de la parte A del actual trabajo, donde hemos encontrado una asociacién entre
la presencia de CAFs CD105(+)/CD34(-) y la presencia de microcalcificaciones anarquicas

[177]. Por lo tanto, estos resultados consolidan nuestra hipétesis de que los CAFs CD105(+)
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pueden estar involucrados en la progresidon de la metdstasis dsea, posiblemente
desencadenando la transformacion de las células epiteliales del tumor primario en células
tumorales similares a osteoblastos o osteoblasts-like. La transicion de las células tumorales
mamarias en un fenotipo similar al de los osteoblastos, a través de la EMT, podria
desempeiiar un papel crucial en la progresiéon tumoral hacia la metastasis dsea [203, 213].
Esta transicion fenotipica se caracteriza por un fenotipo mesenquimal que expresa genes
como OCT-4 y SOX-2, otorgando auto-renovacidon y multipotencialidad, proliferacién y, en
ultima instancia, migracién. Simultdneamente, estas células tumorales similares a
osteoblastos estan caracterizadas por la expresion de ciertos marcadores osteogénicos,
particularmente RUNX2 y RANKL [202, 213]. En consecuencia, estas células adquieren no
solo la capacidad de proliferaciéon, migracidn e invasion, sino también desarrollan
resistencia a multiples farmacos. Ademas, la presencia de marcadores especificos de
osteoblastos asociados a microcalcificaciones andrquicas en el estroma tumoral mamario
sugiere una correlacidn entre la aparicién de estas células, similares a osteoblastos, y la
mineralizacion del estroma, lo que podria ser un paso clave en el inicio de las metastasis
Oseas. Este proceso de EMT y posterior diferenciacion a una célula osteoblast-like podria
establecer un nicho de soporte y un entorno de sefializacién, facilitando la migracién de
estas células tumorales similares a osteoblastos a la MO/hueso. Posteriormente, pueden
establecer nichos pre-metastasicos dseos, que finalmente culminen en metastasis 6seas.
Estos hallazgos subrayan colectivamente la posible influencia de los CAFs
CD105(+)/CD34(-) en el comportamiento de las células tumorales, sugiriendo un papel
fundamental en la formacién del microambiente tumoral y la progresién del cancer de
mama hacia la metastasis 6sea. Se necesitan mdas investigaciones para descifrar los
mecanismos moleculares subyacentes que orquestan estos efectos observados y sus
implicaciones para intervenciones terapéuticas dirigidas a las interacciones tumor-estroma

en el cancer de mama.

De todo lo expuesto se deduce que investigar los rasgos fenotipicos, moleculares y
funcionales de los CAFs en los tumores de mama es esencial para comprender con mayor

precision el prondstico del paciente y desarrollar terapias alternativas y especificas. Sin
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embargo, la presencia de diversos subtipos de CAFs, con distintos origenes, marcadores y
propiedades funcionales dentro del microambiente tumoral mamario, presenta un gran
desafio. Por lo tanto, antes de avanzar en estrategias terapéuticas que involucren fdrmacos
contra los CAFs, es crucial identificar con precisidn los subtipos que promueven el tumor en
el cancer de mama para dirigir eficazmente dichas terapias. Nuestros hallazgos destacan la
relevancia de los CAFs CD105(+)/CD34(-) en el prondstico y tratamiento del cancer de
mama. La abundancia de estos CAFs en el estroma intratumoral se asocia con una mayor
incidencia de metastasis dseas [177]. En consecuencia, evaluar la presencia de este tipo de
fibroblastos podria ayudar a identificar a las pacientes con mayor riesgo de desarrollar
metastasis 6seas futuras. Por lo tanto, para trasladar estos hallazgos a la practica clinica,
proponemos un seguimiento mas detallado de las PCM en etapas tempranas, realizando
controles regulares cada seis meses en lugar de cada doce, y realizando estudios de la
calidad o6sea mediante densitometrias. Ademas, seria Uutil evaluar marcadores de

desorganizacion dsea en analisis de sangre rutinarios.

Por otro lado, la identificacion de estos fibroblastos podria facilitar la implementacion
de terapias dirigidas para reducir su contribucién a la progresidon tumoral hacia la metastasis
6sea. Una estrategia terapéutica prometedora podria resultar de la combinacién de
tratamientos convencionales (quimio/radio/hormo/inmunoterapia seglin corresponda)
junto con tratamientos que aborden otras vias de progresion tumoral. Inhibir citoquinas
guimiotacticas como CCL-2 y RANKL, asi como moléculas de adhesiéon como CD106 (VCAM),
gue facilitan la intravasacion y adhesién de células tumorales y estromales al endotelio,
permitiendo ademds su extravasacién a sitios secundarios como la MO/hueso, podria
resultar un enfoque prometedor [310]. Como describirmos, la sefializacién CCL-2/CCR-2 es
esencial en el proceso metastasico, estimulando la proliferacidn, invasion y migracion de
células tumorales, y promoviendo el crecimiento metastasico [311]. Estudios previos en
nuestro laboratorio han demostrado que las PCM de estadios I/Il expresan CCL-2 y CCR-2
tanto en células tumorales como en células fusiformes no asociadas a la vasculatura [CD34(-
)] (fibroblast-like). Ademas, en los estadios avanzados IlI-B, encontramos que las PCM no

tratadas y con el tumor presente, muestran niveles elevados de CCL-2 en el plasma de MO,
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sugiriendo que CCL-2 juega un papel crucial en la quimioatraccién de células tumorales, pre-
osteoclastos y CAFs hacia sitios secundarios como la MO/hueso [312]. Interesantemente,
Tsuyada et al. [313] revelé que CAFs humanos co-cultivados con lineas celulares de cancer
de mama, aumentan la expresidon de CCL-2 en las células tumorales, provocando un
fenotipo de formacién de mamadsferas similar a las CSC. Este grupo demostré que CCL-2
también mejora la auto-renovacién y expansién de CSC sugiriendo que CCL-2 puede conferir
un fenotipo tumoral mas agresivo [313]. En cuanto a estudios clinicos, el carlumab, un
anticuerpo monoclonal que bloquea CCL-2, se evalué en un estudio de fase | (NCT01204996)
[314]. Los resultados muestran que a pesar de que se administré de manera segura y fue

bien tolerado, no se observaron efectos anti-tumorales significativos [314].

Por otro lado, como describimos previamente, en un estudio reciente de nuestro grupo,
encontramos que los CAFs CD105(+) expresan RANK y pueden migrar en presencia de
RANKL in vitro; esta migracion se inhibe al bloquear tanto el receptor (RANK) como el
ligando (RANKL) [184]. Esto sugiere que el sistema RANK/RANKL podria estar involucrado
en la migracion de estos fibroblastos hacia sitios secundarios, posiblemente junto con la
tumoral mamaria, favoreciendo el entorno propicio para el desarrollo de metdstasis dseas.
Actualmente, existen tratamientos dirigidos contra el eje RANK/RANKL, como el
Denosumab, que es un anti-RANKL y por ende bloguea esta interaccién reduciendo la
osteoclastogénesis y la resorcidon dsea, siendo beneficioso en canceres que metastatizan al
hueso. Otra terapia que tiene objetivos semejantes son los bifosfonatos, como el acido
zoledrdnico y el pamidronato [315]. Estas drogas se utilizan para reducir el riesgo de
complicaciones dseas, como fracturas y dolor éseo, al fortalecer los huesos y disminuir la
actividad osteoclastica [316, 317]. Estos tratamientos han demostrado mejoras
significativas en la sobrevida global, asi como en el tiempo libre de recidiva local en las PCM,
especialmente en mujeres post-menopausicas. Por lo tanto, la combinacidn de bifosfonatos
y denosumab podria aumentar la densidad mineral ésea, mejorar el metabolismo éseo y
reducir la disminucion de calidad 6sea en PCM que sufren pérdida dsea. Cabe aclarar, que
el tratamiento con zoledrénico no sélo inhibe la actividad osteoclastica sino también Ila

liberacion en la MSCs de MO de factores quimiotacticos de célula tumoral mamaria como
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CCL-5 e IL-6 [318] y promueve la diferenciacidn osteogénica de esta célula madre adulta por
inhibicidn del estrés oxidativo [316]. Finalmente, integrar todos estos tratamientos con
farmacos anti-CD106 (VCAM) podria prevenir la infiltracion de precursores osteoclasticos,
células tumorales y CAFs CD105(+), reduciendo asi la osteoclastogénesis y la formacion de
metastasis 6seas. Es sabido que CD106(VCAM) desempefia un papel clave en el
reclutamiento de pre-osteoclastos hacia micrometastasis 6seas incipientes [178]. Ademas,
la expresién aberrante de CD106(VCAM) ha sido reportada en células tumorales mamarias
[319]; y en nuestro estudio, la encontramos en los fibroblastos CD105(+)/CD34(-). Mas aun,
en un estudio previo encontramos niveles elevados de VCAM-1 en el plasma de MO de las
PCM de tipo ductal infiltrante en estadio IlI-B, previo a la cirugia y tratamiento, es decir
como componente del nicho pre-metastasico de MO/ hueso. Observacidén que nos sugirio
gue este factor podria estar involucrado no sélo en quimiotaxis de los pre-osteoclatos sino
también en el escape de la célula de cancer de mama circulante y CAFs fuera de los vasos
sanguineos a MO, proceso llamado extravasacidon [170]. Aunque actualmente no existen
muchas terapias especificamente dirigidas contra CD106 (VCAM) aprobadas para el cancer
de mama, el bloqueo del eje CD106 (VCAM)/a4B1, combinado con tratamientos anti-CCL-2
y anti-RANKL, podria ser una estrategia prometedora. Este enfoque podria prevenir la
colonizaciéon de CAFs y células tumorales en el nicho pre-metastasico éseo, ademas de
inhibir el reclutamiento de pre-osteoclastos que promueven la resorcion dsea y crean un

entorno propicio para la metdstasis.

Finalmente, otro blanco terapéutico interesante que resulta de nuestro estudio es
CD105. Las terapias contra CD105, utilizadas en cancer de prdstata para inhibir la
neovascularizacioén, podrian adaptarse al cdncer de mama, dada la funcién crucial de CD105
en la diferenciacion y activacién de los CAFs. Por ejemplo, el Carotuximab (TRC105) es un
anticuerpo monoclonal que se une a CD105, inhibe la sefalizacion pro-angiogénica mediada
por TGF-B e induce citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. En modelos
preclinicos de xenoinjertos murinos de cédncer de mama, el carotuximab inhibio
selectivamente la angiogénesis tumoral y retrasé el crecimiento de tumores establecidos,

mientras preservaba la vasculatura normal [320]. Incluso hay estudios que probaron
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TRC105 en combinacién con quimioterapia e inhibidores de VEGF, y como agente Unico en
pacientes con cancer de mama [321]. Respecto al efecto del TRC105, sobre el estroma
tumoral mamario, un estudio mostré que el tratamiento con TRC105 resulté en una
disminucién del contenido de CAFs positivos para a-SMA en los tumores de cdncer de mama
[322]. Por lo tanto, dado que el porcentaje de estroma tumoral y la abundancia de
fibroblastos CD105(+) son marcadores prondsticos importantes en el cancer de mama, el
tratamiento con TRC105 podria reducir los CAFs que expresan CD105, los cuales estimulan
el crecimiento tumoral y su desarrollo hacia la metastasis dsea, favoreciendo asi la
supervivencia del paciente. Todo este enfoque multidimensional no solo mejorara el
prondstico, sino que también abrird nuevas vias para el tratamiento personalizado del

cancer de mama, optimizando la sobrevida y la calidad de vida de las pacientes.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los CAFs son una de las poblaciones celulares mas influyentes en la progresion del
cancer de mama. Se activan tanto en las etapas tempranas como tardias del tumor, y
contribuyen a su iniciacién, crecimiento, metastasis y resistencia al tratamiento a través de
diversos mecanismos. Ademas de interactuar con las células tumorales de mama, los CAFs
también se relacionan con otros componentes del microambiente tumoral, como la matriz
extracelular y las células del sistema inmune, lo que potencia ain mds la evolucién del
tumor. Sin embargo, aun existen cuestiones sin resolver sobre el papel de los CAFs en el
cancer de mama. Actualmente, no hay una clasificacién molecular clara y precisa de los
CAFs, lo que dificulta su uso en el diagndstico clinico. Es crucial identificar marcadores
moleculares especificos y efectivos, asi como determinar las subpoblaciones de CAFs en los

distintos subtipos de cancer de mama.

En este trabajo de tesis doctoral, presentamos evidencia de que los CAFs son
prometedores como factores prondsticos y posiblemente también como blancos
terapéuticos para combatir la progresién del cdncer de mama, especialmente en relacién
con la metastasis dsea. El desarrollo de terapias de “normalizacién” del estroma, en
combinacidén con tratamientos estandar, podria mejorar la respuesta del tumor y la
sobrevida de las pacientes. Nuestro estudio demuestra que la presencia de CAFs
CD105(+)/CD34(-) tiene un impacto significativo en el prondstico de las PCM. Encontramos
gue un estroma rico en fibroblastos CD105(+) es un marcador prondstico desfavorable para
mujeres con cancer de mama ductal infiltrante temprano. Ademas, la expresion de CD105
en los CAFs actia como un biomarcador prondstico independiente para el MFS, en
particular para el BMFS y la OS. También observamos que la presencia de CAFs
CD105(+)/CD34(-) esta asociada con microcalcificaciones anarquicas en la mama previas y
posteriores al diagndstico del tumor. Aunque se requieren mas estudios para comprender
completamente los mecanismos subyacentes, nuestros hallazgos sugieren que los CAFs
CD105(+) podrian estar implicados en la formacidon del nicho pre-metastdsico en la

MO/hueso. Esto podria ocurrir a través de la promocidn de la diferenciacion de las células
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tumorales epiteliales hacia células con caracteristicas de osteoblastos, que posiblemente
puedan migrar a sitios secundarios como la MO/hueso. Es sabido que la presencia de
metdstasis dseas afecta significativamente la calidad de vida de las pacientes y reduce la
tasa de sobrevida. Por lo tanto, evaluar la presencia de los CAFs CD105(+) podria ser crucial
para estratificar a las pacientes segun su perfil de riesgo individual para el desarrollo de

metastasis 6seas, mejorando asi las estrategias y los resultados del tratamiento.

Por otro lado, este estudio ha proporcionado informacion sobre algunas caracteristicas
fenotipicas, moleculares y funcionales de dos subpoblaciones de fibroblastos en el
microambiente tumoral de mama, de tipo luminal: CD105(+)/CD34(-) y CD105(-)/CD34(-).
Al identificar marcadores distintivos, como la elevada expresién de CD146, CD106, PAHB vy
desmina en los fibroblastos CD105(+)/CD34(-), y explorar sus propiedades Unicas, incluida
su capacidad proliferativa, niveles de ROS y la influencia en la migracién y proliferacion de
células de cancer de mama, hemos definido en parte contribuciones especificas de estas
subpoblaciones a la dindmica tumoral. Ademas, el perfil de expresién génica y secretora de
ambas subpoblaciones proporciona una vision integral de sus posibles roles, destacando la
influencia significativa de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) en la configuracion del
microambiente tumoral y en la progresiéon del cancer de mama. Resulta especialmente
interesante que el MCo de los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) induzca la expresién de genes
de stemness y genes relacionados con el fenotipo osteoblastico en la linea MDA-MB231.
Estos hallazgos complementan los obtenidos en la primera parte del estudio, sugiriendo
que los fibroblastos CD105(+)/CD34(-) podrian estar implicados en la sefializacién del tumor

primario hacia las metastasis dseas.

Por lo tanto, estos estudios no solo enriquecen nuestra comprension de la complejidad
del microambiente tumoral, sino que también establecen una base sélida para futuras
investigaciones y estrategias terapéuticas dirigidas a las interacciones tumorales-

estromales en el cancer de mama.
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Resumen de los principales hallazgos del presente trabajo de tesis. Se describen en gris los resultados
principales de la primer parte del estudio (Parte A, estudio retrospectivo) y en celeste los principales resultados
de la segunda parte del estudio (parte B, estudio prospectivo).CAF: fibroblasto asociado al cdncer, PCM:
paciente con cdncer de mama, IHQ: inmunohistoquimica, CSC: célula madre tumoral, MSCs: célula madre
mesenquimal/estromal, CFU-F:unidad formadora de colonias fibrobldstica, CD146 (MCAM): molécula de
adhesion celular del melanoma, : RUNX2: factor de transcripcion 2 de la familia RUNX, RANKL: Ligando del
receptor activador del factor nuclear k6, CD106 (VCAM-1): proteina de adhesidn de células vasculares 1, TNC:
tenascina, Gal-3BP: proteina de unidn a la galectina 3, FAP: Proteina activadora de fibroblastos a-SMA: actina
de musculo liso a, P4HB: subunidad beta de prolil 4-hidroxilasa, PDGFRa: Receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas de tipo alfa.
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CUADRO RESUMEN

Hallazgos claves

La alta expresion de CD105 en fibroblastos asociados al cancer (CAFs), negativos para CD34, es un nuevo
biomarcador prondstico independiente para la ocurrencia de metastasis dsea en pacientes con cancer de
mama ductal infiltrante temprano (PCM). Por lo tanto, la evaluacién de CAFs positivos para CD105 podria ser
crucial para estratificar a las PCM segun su perfil de riesgo individual para el desarrollo de metastasis éseas,
mejorando asi las estrategias y resultados del tratamiento.

Hemos logrado aislar y cultivar una subpoblacion especifica de células mesenquimales estromales, o CAFs,
gue son positivas para CD105 y negativas para CD34, a partir del microambiente del cancer de mama ductal
infiltrante temprano. Encontramos que estas células pueden influir en el desarrollo del tumor mamario al
inducir una expresién génica especifica y aumentar la capacidad de proliferacién y migracién de lineas
celulares de cancer de mama humano, como MDA-MB231 y MCF-7

¢Qué se sabe y qué es nuevo?

Actualmente, el cdncer de mama es el tumor maligno mds comun entre las mujeres en el mundo. Diversos
estudios han investigado los mecanismos de desarrollo de este cancer, y recientemente, un nimero creciente
de investigadores se ha centrado en el papel del microambiente estromal tumoral, en particular los CAFs, que
han demostrado desempenfiar un papel clave en el desarrollo y la metdstasis, incluyendo la metastasis dsea,
del cadncer de mama. Los datos acumulados sugieren que entre el 60% y el 70% de las PCM avanzadas
desarrollan metastasis éseas osteoliticas, con una supervivencia global media de 3,4 afios. Esto se asocia con
una tasa de mortalidad mas alta y diversas complicaciones clinicas, como hipercalcemia, dolor, compresién
de la médula espinal, fracturas y movilidad reducida, que impactan significativamente en la calidad de vida.

Encontramos que la alta expresién de CD105 en los CAFs, no asociados a la vasculatura y negativos para CD34,
es un nuevo marcador prondstico independiente para la metdstasis 6sea, asi como para el tiempo libre de
metdstasis, en particular para el tiempo libre de metastasis dseas, y sobrevida global en las PCM ductal
infiltrante temprano. Ademas, aislamos y expandimos una clase de células mesenquimales estromales, o
CAFs, positivos para CD105 y negativos para CD34 del microambiente tumoral, y comparamos sus
caracteristicas fenotipicas y funcionales con las de CAFs negativos para CD105 y negativos para CD34.

éCual es la implicacion y qué deberia cambiar ahora?

La expresion de CD105 en los CAFs representa un parametro prometedor que no solo es facilmente
detectable, sino también reproducible y eficiente en términos de tiempo en varios subtipos de cancer de
mama. Considerando estas ventajas, la expresion de CD105 en los CAFs se presenta como un nuevo
biomarcador candidato que puede ser facilmente incorporado en los diagndsticos rutinarios de los servicios
de patologia de los hospitales. Su inclusion mejoraria la precisidn en la estratificacion del riesgo de metastasis
Oseas para las PCM, lo que permitiria tomar decisiones de tratamiento mas adecuadas y lograr mejores
resultados. Se justifican investigaciones adicionales y estudios de validacidon para establecer la utilidad clinica
y los beneficios a largo plazo de la expresion de CD105 en los CAFs como herramienta diagndstica en el manejo
temprano del cancer de mama. Nuestra cohorte incluyé a 350 PCM.

Finalmente, examinar los CAFs, en particular aquellos que son positivos para CD105 y negativos para CD34,
puede proporcionar nuevas perspectivas para la terapia dirigida al microambiente del cancer.
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ANEXOS

Comite de ética

i
(]
HOSPITAL ITALIANO

de Buenos Aires

Comité de Etica de Protocolos de Investigacién

MIEMBROS APROBACION DEL PROTOCOLO N° 5009
DEL COMITE
Coordinador Buenos Aires, 13 de junio de 2019.
DR. AUGUSTO
ngff El Comité de Etica de Protocolos de Investigacién* del Hospital Italiano de Buenos
Aires ha evaluado y aprobado el protocolo “IMPORTANCIA DE LAS CELULAS
e MESENQUIMALES ESTROMALES CD105 (+) / CD 34 (-) EN LA EVOLUCION
M DEL CANCER DE MAMA” en conjunto con el CONSENTIMIENTO INFORMADO,
DR. JORGE el cual se entrega sellado y fechado. Se aprueba la realizacion del estudio en este
BORETTO . « ;
Médico Hospital a cargo de ALEJANDRA WERNICKE, no requiere la aprobacion de
ANMAT
DR. CARLOS
BURGE
Abogado [APROBADO EN REUNIGN DEL 13 DE JUNIO DE 2019, SEGUN CONSTA EN LIBRO DE ACTAS N° 13, FOLIO 157]
DRA. PAOLA
CASCIATO
Médica *Este Comité funciona de acuerdo con las normativas establecidas por el 1.C.H. (F.D.A., -EEUU, Comunidad
Europea, Japon)
DR. OSCAR IRB00010193
MAZZA
Médico
“*El Consentimiento que se adjunta, con firma y sello de este Comité, es el que correspondera fotocopiar para
DRA. entregar a los pacientes enrolados en el Hospital Italiano.
LUCRECIA **No se podra enrolar pacientes en el estudio hasta que este Comité no reciba la aprobacién de ANMAT del
Protocolo, del Centro y del Consentimiento Informado (si lo hubiera).
PINEIRO
Dra. en Quimica
IMPORTANTE":
Los p tar a este Comité los formularios adjuntos, en el caso que corresponda:
SRA. MARIA E. 1- Copia de la aprobacion del protocolo por la ANMAT
SAHORES 2- Comunicacién de inicio de la i ento del 1°
Lego 3- Informe sobre la marcha del protocolo dentro del afio de inicio del mismo:
v El progreso del p lo con los pacil r dos y datos parciales si los hubiese, una vez por afio, (salvo que
este Comité decida que el informe deba ser mas frecuente).
DRA. PAULA v Los eventos adversos informados por el patrocinante o detectados por Uds. mismos.
SCIBONA v Otras modificaciones al protocolo no se podran aplicar sin ser antes evaluadas por este Comité, salvo en casos de
Médica riesgo de vida para el paciente.
v En caso de suspension del p la icacion debera ser
4- Comunicacién de finalizacion de la investigacion
DRA. DEBORA
SZEINMAN
Médica De este documento se emiten tres copias: una para el archivo del Comité otra para el investigador y otra para el
ga(rocinante SSI’\ el caso que conesmnda},
DRA. JULIETA
TRINKS
Meédica

! Ver Plan de seguimiento de protocolo en pagina 3 de este documento
‘
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‘ HOSPITAL ITALIANO

T TOSPTAL TrALIANG. de Buenos Aires
/
Comité de Etica de Protocolos de Investigacion
APROBACION PROTOCOLO N° 5009
Fecha: 13 de junio de 2019.
SIN OBJECIONES ETICAS.

Se respondieron las observaciones del Informe de Evaluacion del 28/03/2019.

Desde ya, muchas gracias.

CEPI
Comité de Etica de Protocolos de Investigacion

Este protocolo ha sido luado y aprobado por el Comité de Etica de Protocolos de Investigacién y autorizado por la
Direccién Médica del Hospital
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HOSPITAL ITALIANO

de Buenos Aires

Comité de Etica de Protocolos de Investigacion

APROBACION PROTOCOLO N° 5009

PLAN DE SEGUIMIENTO

El Comité de Etica de Protocolos de Investigacién del Hospital Italiano de Buenos Aires, de acuerdo con
la disposicion 6677/10 de ANMAT, vigente desde el 1 dia habil del afio 2011 realizara un seguimiento
de este protocolo de investigacién, a través de dos mecanismos:

1. El centro debera remitir, siempre y en el caso que corresponda, completando los formularios
adjuntos a la aprobacién

a. Elformulario de aprobacién de ANMAT, con la fotocopia de la disposicion
correspondiente en el caso del protocolo y del centro, enmiendas y consentimientos
informados.

b. informe de inicio de la investigacién, completando correctamente el formulario de
incorporacién del Primer paciente

c. Elformulario de Remito de droga o dispositivo, debidamente acompafiado del remito
de la droga / dispositivo

d. Informes peri¢dicos (cada 6 meses) e informe final, completando el formulario de
este comité correctamente,

e. Informando sobre las inspecciones a realizarse en el centro a este comité, con el
formulario correspondiente

f.  Informe de desviaciones, en el formulario de este comité.
g. informe final con el formulario de este comité debidamente completo

h. informes de eventos adversos enviados al investigador en formato electrénico de
acuerdo a normativa del mismo.

En caso de que de la documentacién arriba mencionada se desprenda un alto reclutamiento de
pacientes, un alto nimero de eventos adversos, y numerosas desviaciones, se procedera a
realizar monitoreo y/o al menos una vez mi este dure revisando, ademas de la
documentacién arriba mencionada, las historias clinicas de los pacientes, los consentimientos
informados y toda otra documentacion pertinente.

2. Y, acorde con la Disposicion de ANMAT 690/05, (Guia de Inspecciones a Investigadores Clinicos)
a. Porinvolucrar el estudio Poblacién vulnerable,
b. Por la Fase de investigacion,
c. Por ser la Investigacién con riesgo mayor,
d

Criterios de Seleccion de Centro,

e. Alto reclutamiento,

f.  Por bajo/alto nimero de reportes de seguridad;

g. Antecedentes del investigador;

h. Elevado nimero de estudios por parte del investigador;

i, Cualquier informacion relevante recibida en los reportes de seguridad, y/o en los
informes de avance, que a criterio de este Comité amerite un monitoreo

Este Comité, por cumplir con las normas de GCP para actuar como Comité Independiente, no
acepta ingerencia de otro comité independiente para este protocolo.

CEP! | Juan D. Perén 4190 - 4192, Capital Federal, (C1199ABB) | Av.Pte.Per6n 2231 - B1754AZK San Justo
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Comité de Etica de Protocolos de Investigacién

APROBACION DEL PROTOCOLO N° 5009

MIEMBROS DEL COMITE

CEPI | JuanD.

NOMBRE Y APELLIDO CARGO SEXO
Dr. Anibal . i
ARIAS Médico de planta del Servicio de Cardiologia Masculino
T Médico de Planta
r. Jorge ion de del Mi p
BORETTO Senvicio de Ortopedia Masculino
Integrante del Equipo de Trasplante del Sistema
Muscoesquelético
Abogado
Dr. Carlos Doctor en Ciencias Juridicas y Sociales
BQRGER Prof. Jefe de Trabajos Précticos Fac. Medicina UBA Masculino
Prof. en Bioética Universidad Nacional Jauretche
Director Maestria en Bioética UMSA
Ex Prof. Adjunto Fac. de Derecho UBA )
\
Dra. Paola Médico de Planta del Servicio de Clinica Médica, <
CASCIATO Seccién Hepatologia Femerino
Médico de Planta del Servicio de Cirugia General
Dr. Oscar Jefe de Sector de Cirugia de higado, via biliar y Masculino "
MAZZA pancreas /
Jefe Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos
gg:é‘g”sm Médico de Planta Unidad de Cuidados Intensivos Masculino :
Pediatricos |
|
Dra. Lucrecia Dra. en Ciencias Quimicas L
PINEIRO Profesor Titular Universidad Favaloro Femenino -
I { iado al L io P
y Matriz Extracelular, IBYME-CONICET /
Sra. Maria Elena . /M
SAHORES Lego Femenino %‘:/
Dra. Paula Médico de Planta del Servicio de Clinica Médica, Femenino
SCIBONA Seccién Farmacologia Clinica
Dra. Débora Médico Asociado del Servicio de Medicina Familiar y ;
SZEINMAN Comunitaria Femenino
Investigadora
Dra. Julieta IMTIB-CONICET, Instituto Universitario Escuela de
: Medicina, Hospital ltaliano de Buenos Aires Femenino
TRINKS Médica
Doctora en Medicina
Prof. Titular Fac. Medicina USAL

Perén 4190 - 4192 Capital Federal, (C1199ABB) | Av. Pte. Perén 2231 - B1754AZK San Justo
TEL: (005411) 4959-0200 int. 8425

e-mail:cepi@hospitalitaliano.org.ar | italitaliano.org.ar

Tesis doctoral — Lic. Maria Belén Giorello

Pégina 4 de 4




Padgina | 210

Modelo de consentimiento informado

Consentimiento informado. Este consentimiento fue elaborado con los colaboradores del Hospital
Italiano, Dra. Wernicke A y Dra. Carola Allemand.

CONSENTIMIENTO INFORMADO HOSPITAL ITALIANO
TERMINOS DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del proyecto: ‘/mportancia de las células mesenquimales estromales
CD105(+)/CD34(-) en la evolucion del cancer de mama’.

INTRODUCCION
Usted esta invitada a participar en un trabajo de investigacion cientffica. £/ objetivo es
estudiar caracteristicas biolégicas y moleculares del tumor al momento desconocidas.

Este estudio se realizara de manera conjunta con otros andlisis correspondientes a la

evaluacion de parametros de pronostico clasico para el céncer de mama. Ademas,

antes de comenzar el tratamiento Usted sera evaluada por su Médico con el fin de
conocer el estado de su salud. Todos estos estudios seran responsabilidad del
Servicio de Oncologia del Hospital Italiano. Este estudio no modifica el sequimiento y

el tratamiento de su enfermedad.
Usted puede realizar todas las preguntas que considere convenientes acerca de este
estudio y requerir una respuesta clara por parte de su Médico antes de la firma de

este.

PROCEDIMIENTO

Su participacién en este caso consistira en autorizar a su Médico, a disponer de parte
de la muestra de tumor que sera obtenida cuando Ud. sea operado con motivo de su
cancer. La obtencién de esta porcion de tejido no afectara al diagnéstico para el cual
se esta tomando la muestra. Este estudio no modifica el sequimiento y el tratamiento

de su enfermedad.
La obtencién de esta muestra no es invasiva y no requiere preparaciones extras.

ANALISIS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras serén enviadas a un laboratorio para su andlisis. Las muestras se
almacenaran para ser utilizadas en el estudio antes mencionado. Si Ud. acepta ser
parte del mismo, las muestras seran guardadas durante un maximo de 15 afios para
poder hacer nuevos andlisis en un futuro, siempre relacionados con los objetivos de
este estudio.

Una vez finalizado el Proyecto de Investigacion o cuando la paciente solicite un retiro
anticipado, las muestras seran eliminadas segun las normas de destruccién de
material biolégico que establece el Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IBYME), donde se utilizaran las muestras durante la investigacion.

//) /\ 4 Dr' Augu :
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INFORMACION, RELACION DE COSTO E INDEMNIZACION

La muestra biolégica se utilizara sélo para fines de investigacion. No recibira ninguna
compensacién econémica por participar en este trabajo de investigacion. Ni tampoco
se le exigira venir mas veces al Hospital para la toma de la muestra, ya que la misma
sera recogida en el momento de la cirugia. En ninglin caso se utilizara esta muestra

para otro propésito salvo que Usted asilo disponga.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS
La obtencién de una porciéon de tejido no afectara al diagnéstico ni tampoco le

producira ningln riesgo o molestia.

POSIBLES BENEFICIOS
La informacién obtenida no necesariamente le brindara un beneficio directo, pero
contribuira a un mejor conocimiento de los mecanismos responsables del desarrollo

del cancer de mama.

GARANTIA DE CONFIDENCIALIDAD

Su nombre no sera utilizado en ningln informe, ni divulgado en forma alguna. El
estudio involucra obtencién de informacién contenida en su historia clinica relacionada
con su salud. Toda documentacion sera conservada en forma estrictamente
confidencial, al igual que su identidad, para lo cual se utilizara un sistema de cédigo

especial.

DERECHO ARETIRARSE DEL ESTUDIO

La decision de participar depende exclusivamente de su voluntad. Si Usted decide no
participar, ello no le ocasionara la perdida de beneficio alguno en relacion con el
cuidado de su salud. Su participacion es totalmente voluntaria y tendra el tiempo
suficiente para decidir si participa o no. Asimismo, estéd en libertad de decidir en
cualquier momento, continuar participando o no del estudio, sin tener que dar
explicacién alguna. Ello no afectara la continuidad de su tratamiento o la relacién con
el Meédico tratante o con el personal de la Institucion. Bajo cualquier circunstancia,
Usted podra solicitar un informe escrito actualizado de lo actuado hasta ese momento.
Si existiera algin inconveniente o pregunta, su Médico estara a su disposicion y podra

contactarlo a la siguiente direccion.

(o IMUIMeNo cr.q

ou:
Dr. Augusto Pérez
Coordinador
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Nombre y apellido del Médico: Dr. Carola Allemand
Matricula: MN 114058
e-mail: carola.allemand@hospitalitaliano.org.ar

Nombre y apellido de la Investigadora Principal: Dr. Wernicke Alejandra
Matricula: MN 108790

e-mail: alejandra.wernic ke@hospitalitaliano.org.ar
Teléfono: 15-54877994

También podra comunicarse con el Comité de Etica de Protocolos de Investigacion
(CEPI), Departamento de Docencia e Investigacion del Hospital ltaliano de Buenos
Aires, si tiene dudas respecto a la participacion como sujeto en un estudio de
investigacion.

Direccion: Gascoén 450 1° piso, Capital federal, (1881)

Tel: (005411) 4959-0200 int. 8425

Mail: cepi@hospitalitaliano.org.ar / www.hospitalitaliano.org.ar

Investigador Principal del Proyecto: Dra. Alejandra Wernicke

Responsable de enrolar a las pacientes: Dr. Carola Allemand

Por favor, tome el tiempo necesario para analizar esta informacion y no tenga dudas
en hacer preguntas. Asimismo tiene el derecho de solicitar una copia de este
documento luego de haber sido firmado por las partes intervinientes.

He leido y comprendido la informacion anterior y tuve la posibilidad de formular
preguntas, las cuales me fueron respondidas satisfactoriamente. De manera voluntaria
acepto participar donando una porcion del tejido tumoral extirpado durante mi cirugia
en el Hospital Italiano. Entiendo que mi participacion en este estudio no implica riesgos
ni beneficios directos para mi persona. Conozco que tengo el derecho a retirar las
muestras en cualquier momento y mi propia participacion sin obligacién de brindar
ninguna explicacion. El tiempo de conservacion de las muestras dependera del avance
del Proyecto. Esperamos que este Proyecto pueda concretarse en no mas de 4-5
anos. Pero como los tiempos de publicaciones no son cortos, las muestras seran
almacenadas por un periodo de 10 afos por si se requiere algtin ensayo extra por

parte de los evaluadores del trabajo.

Acepto: marcar la opcion correcta
i) Que los cortes del tumor sean utilizados para cumplir los objetivos de este 3

proyecto:

ii) Que los cortes del tumor sean utilizados para cumplir los objetivos de este proyecto
y otros objetivos futuros que puedan surgir relacionados con el []

tema en estudio:

00/
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Nombre y apellido del paciente:
Firma:

Aclaracion:

Fecha:

Nombre y apellido del Profesional responsable:
Firma:

Nombre y apellido del Médico: Dr. Carola Allemand
Matricula: MN 129537

Fecha:

Coordinador del Comité de Etica de Protocolos de Investigacién (CEPI): Dr. Augusto
Perez.

Este Consentimiento Informado fue aprobado por el Comité de Etica de Protocolos de
Investigacion (CEPI) y autorizado por la Direccion Médica del Hospital Italiano.

Dr. Augusto Pérez
Coordinador
* Gomith de Etica de Prolocoios da Investigacidn A
Hospital itallanc Bs. As Protocoias ¢
f
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