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Abreviaturas

Células asesinas naturales (Células NK)

Células dendriticas (DC)

Células estromales mesenquimales (MSCs)
Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-$3)
Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF)
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)
Indoleamina 2, 3 dioxigenasa (IDO)

Interferon gamma (IFN-"Y)

Interleucina 1 (IL-1)

Ligando coestimulador inducible (ICOS-L)
Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)
Linfocitos T reguladores (Tregs)

Linfopoyetina timica estromal (TSLP)

Macréfagos asociados a tumores (TAM)

Sociedad internacional de Terapia celular (ISCT)



Resumen

El cancer de mama es el carcinoma mas frecuente en mujeres a nivel mundial. Ante las
limitaciones actuales en tratamientos se ha sugerido a la inmunoterapia como alternativa,
sin embargo se necesita de un mayor entendimiento de la regulacién inmunitaria dentro
del sitio de lesion para garantizar su éxito terapéutico. EI microambiente tumoral es muy
complejo debido a la constante interaccién de células tumorales con células estromales
mesenquimales (MSCs), fibroblastos y células de la respuesta inmunitaria. Las MSCs
interactian con células de la respuesta inmune para llevar a cabo sus funciones efectoras
de modulacion, presentan un tropismo muy caracteristico hacia células tumorales y su
presencia ha sido documentada en tumores mamarios y en modelos in vitro y se ha
observado que favorecen el desarrollo tumoral. Sin embargo se conoce muy poco acerca
de su contribucién en el desarrollo de tumores humanos. Por ende, en el presente trabajo
se aislaron y cultivaron MSCs a partir de tumores primarios de pacientes con cancer de
mama para su posterior caracterizacion fenotipica y funcional. Se realiz6 un analisis
fenotipico mediante citometria de flujo y se determind su frecuencia en tumores de cancer
de mama, en el cual las células fueron negativas para los anticuerpos anti CD45 y CD24
y positivas para CD44, CD90, CD73 y CD105. Se realizaron ensayos funcionales para
evaluar la expresion de las moléculas inmunoreguladoras, ICOS-L y PDL-1 y la
produccién de las citocinas linfopoyetina timica estromal (TSLP) y el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) antes y después de estimular con las
citocinas inflamatorias IL-1 y TNFa. Se observd que la expresion de ICOS-L se vio
ligeramente incrementada por los estimulos inflamatorios, mientras que no se observaron
cambios significativos para PD-L1, ademas se detect6 la produccion de GM-CSF pero no
de TSLP. Se concluye que las MSCs derivadas de tumores de cancer de mama pueden
jugar un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune local en tumores
mamarios a través de las moléculas PD-L1, ICOS-L y GM-CSF contribuyendo a un
microambiente de inmunosupresién y probablemente de induccién de respuestas de tipo

Th2 que favorecen el crecimiento tumoral.



Abstract

Breast cancer is the most prevalent carcinoma in women worldwide. Given the current
limitations in treatments the use of immunotherapy is an attractive alternative. However, a
better understanding of immune regulation within the site of injury is needed to guarantee
therapeutic success. The dynamic interactions of cells that form part of the tumor
microenvironment can determine the type of immune response produced. Mesenchymal
stroma cells (MSCs) constitute an important component of tumor stroma and their
presence favors tumor development in animal models. However, there is very scarce
information about their contribution to the development of human tumors. Therefore, in the
present work, we analyzed the presence and functional characteristic of MSCs isolated
from primary breast tumors of patients with breast cancer. Using flow cytometric analysis
we found that MSCs isolated from early breast tumor were CD45-CD24-
CD44+CD90+CD73+CD105+ and they expressed the regulatory molecules ICOS-L and
PDL-1. In response to the inflammatory cytokines IL-13 and TNFa, tumor derived MSCs
produce the cytokine granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), but not
thymic stromal lymphopoietin (TSLP). It was observed that the expression of ICOS-L was
slightly increased by the inflammatory stimuli, while no significant changes were observed
for PD-L1.These observations suggest that MSCs derived from primary breast tumors can
play an important role in the regulation of the local immune response through the
expression of the molecules PD-L1, ICOS-L and GM-CSF contributing with an
immunosuppressive microenvironment and probably the induction of Th2 type responses

that favors tumor growth.



Introduccion

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, siendo una de las principales
causas de mortalidad con casi nueve millones de decesos por afio y unos 14 millones de
nuevos casos diagnosticados (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2017). Se calcula
que dentro de dos décadas, habra un aumento del 70% de casos nuevos en cancer
(OMS, 2015), por lo que las acciones para buscar su tratamiento y prevencion han
cobrado mayor importancia hoy en dia. Entre las neoplasias con mayor afectacion en la
poblacion, se encuentra el cancer de mama, donde al menos en nuestro pais, en el afio
2002 ocupaba el segundo lugar como causa de mortalidad general dentro del grupo de
mujeres mayores de 25 afios, s6lo siendo superado por el cancer cérvico uterino. Sin
embargo, en México a partir del afio 2006, el cancer de mama desplaz6 al cancer cérvico
uterino para ubicarse como la primera causa de muerte por cancer en la mujer (Secretaria
de salud, 2015) El riesgo de desarrollar un carcinoma invasor es del 12.6 %, lo que
significa una mujer de cada 8 de todas aquellas que lleguen a vivir 80 afios (Lozano et al.,
2008).

En las ultimas décadas, los avances en el tratamiento y diagnéstico temprano del cancer
de mama han permitido que muchos pacientes sanen y otros tantos controlen la
enfermedad durante varios afios (Lanari y Molinolo, 2003). Los recientes avances en la
medicina basica han producido cambios en los paradigmas del manejo del cancer, que
actualmente se reconoce como una enfermedad cronica y con una prevalencia en
aumento, y cuya complejidad lo hace dificil de controlar. Los tratamientos actuales
ademas de ser muy agresivos para las pacientes, se limitan a estadios muy tempranos de
la enfermedad, siendo ineficaces en etapas avanzadas (Pedroza et al., 2013). Como una
alternativa, surge la inmunoterapia, que incluye diferentes estrategias como: nuevos
anticuerpos monoclonales, vacunas terapéuticas, células activadas, células pulsadas,
entre otros. Para todos los casos se requiere de una comprensién mas profunda de los
fendmenos fundamentales involucrados en la interaccién entre el tumor y el sistema

inmunitario (Lage y Crombet, 2011 y Pedroza et al., 2013).

Sin embargo, existen varios obstaculos que deben ser vencidos para permitir que este
tipo de tratamiento pueda ser efectivo en la mayoria de las pacientes. Primero, el proceso

de inmunizacion se ve afectado por multiples factores como el estado de inmunosupresion
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en que muchas pacientes se encuentran, producto de la carga tumoral, de la
quimioterapia u otros factores aun no determinados. Otra dificultad, es la capacidad de los
tumores de escapar al reconocimiento del sistema inmunitario. Estas estrategias de
escape, van desde la inhibicién de la presentacion antigénica, hasta la produccion de
sustancias que pueden llegar a ser inmunosupresoras, como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-3 por sus siglas en ingles), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y las interleucinas 10 y 13 (IL-10, IL-13), (Salazar, 1999, Aspord et al.,
2007 y Pedroza et al., 2011).

Respuesta inmunitaria en cancer de mama

Entre los mecanismos moleculares descritos en el cancer de mama, se encuentran las
células dendriticas expuestas a factores derivados del tumor, por ejemplo, la molécula
TSLP, induce su maduracion y la expresion de OX40L. Las DCs OX40L+ tienen la
capacidad de activar a linfocitos T CD4 + para estimular la produccion de IL-13 e IL-4
(Pedroza et al 2011). En este microambiente, la respuesta de los linfocitos que secretan
IL-4 e IL-13 promueven el desarrollo tumoral directa o indirectamente a través de células
mieloides que incluyen a los macro6fagos. Los efectos directos incluyen la activacién de
vias anti-apoptéticas, ademas de promover la proliferacion y diferenciacion de los
fibroblastos estromales. Los efectos indirectos incluyen la secrecion de factores de
crecimiento (factor de crecimiento epidérmico) y proangiogénicos (factor de crecimiento
endotelial vascular) por macréfagos asociados a tumores (TAM), asi como la expresion de
PDL-1 y la secrecién de IL-10 que detienen la funcién efectora de las células T CD8 +
(Palucka, et al. 2013). También es probable que las células cancerosas activen
directamente a los linfocitos para que secreten IL-13. Los factores moleculares y celulares
gue contribuyen a la produccion global de IL-13 en los canceres epiteliales probablemente
se extienden mas alld de TSLP y son temas de amplio estudio (Olkhanud et al., 2011).
Adicionalmente, otra citocina producida por las células tumorales es el GM-CSF, el cual
también favorece la induccion de respuestas Th2 mediante la activacion de DCs
plasmacitoides (pDCs)(Ghirelli, et al. 2015).

El cancer de mama y las neoplasias en general, pueden promover la expansion de
linfocitos T reguladores (Tregs) para escapar de la citotoxicidad de las células T CD8+.

Las células Treg se caracterizan por la expresion de las moléculas CD4, CD25 y FOXP3+,



y normalmente funcionan para proteger los tejidos de las enfermedades autoinmunes y
representan del 5 al 10% de todos los linfocitos T en tejidos sanos (DeNardo y Coussens,
2007). Ademas, estudios recientes muestran que la eliminacion de células Tregs pueden
dar como resultado la disminucion y erradicacién de tumores en modelos murinos (Yu, et
al.,, 2005). Asimismo, en pacientes con carcinoma invasivo, la presencia de un alto
namero de células Treg FOXP3+ predice el riesgo de una recaida tardia y la disminucién

en la supervivencia general del paciente (Gaynor, et al., 2006).
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Figura 1. Circuito de citocinas en el cadncer de mama. Adaptado de The Cancer Journal,
2013.

Por ende, es crucial comprender los mecanismos de inmunosupresion que impiden el
desarrollo de una respuesta inmunitaria anti-tumoral y obstaculizan el éxito de estrategias
inmunoterapéuticas (Malvicini et al., 2010). Asimismo, es importante conocer el
microambiente tumoral, en el cual las células tumorales estan constantemente
interaccionando con diferentes tipos celulares que incluyen células inflamatorias, células

endoteliales y células estromales (Martinez, 2001; Garcia et al., 2016).



Células estromales mesenquimales.

Las células mesenquimales estromales (MSC, por sus siglas en inglés “Mesenchymal
stromal cells”) son una poblacién celular con propiedades especiales, como plasticidad,
autorenovacion y funciones inmuno-reguladoras (Garcia et al.,, 2016; Hernanda et al.,
2014). Estas células han sido objeto de estudio a partir de la década de los afios 70’s
cuando Friednestein et al., las aislo por primera vez. Las MSC tienen una alta capacidad
de proliferacion, ya que se pueden expandir de manera efectiva in vitro y cuentan con una
alta capacidad de diferenciacién para hueso, cartilago, tejido adiposo e incluso neuronas
(Owen, et al., 1988 y Muguruma, et al., 2006). Ademas, las MSC poseen la capacidad de
reconstituir el microentorno hematopoyético tras el trasplante in situ (Muguruma et al.,
2006 y Saccetti, et al., 2007) y son potentes moduladoras inmunitarias in vitro e in vivo (Le
Blanc, 2005). Estas caracteristicas han despertado considerable interés en MSC como
candidatos para los enfoques de terapia celular, por lo que el propésito actual para los
investigadores es aislar MSCs y usarlas como fuente de reparacién tisular en diversas
patologias (Le Blanc, 2012). Para esto es necesario su expansion y caracterizacion
biol6gica in vitro.

Caracterizacion de MSC

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT por sus siglas en inglés “Inernational
Society of Cell Therapy”) establecié criterios para poder denominar a una célula como
MSC. En primer lugar, las MSC deben ser adherentes al plastico cuando se mantiene en
condiciones de cultivo celular estandar. El 95% de la poblacion de MSC expresan las
moléculas CD105, CD73 y CD90, y carecen de la expresion de CD45, CD 14, CD 19y CD
34. Por ultimo, las células deben ser capaces de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y
condroblastos in vitro (Dominici, 2016). Aunque, en otros estudios se ha reportado que
estas células son capaces de diferenciarse a neuronas y miocitos (Shih, et al., 2002 y
Pittenger, 2004), este tipo de diferenciacion no se han establecido como general para las
MSC.

La identificacion de las MSCs es un tanto complicada debido a su baja frecuencia y

aungue existe una amplia gama de marcadores positivos descritos para MSCs, hasta



ahora ni un solo marcador especifico ha sido identificado. Algunos de los marcadores de
superficie mas comunes expresados por MSCs incluyen, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, CD106 y CD146, mientras que estas células son negativas para CD31, CD34,
CD45, CD80 y CD86 (Vasconcellos et al., 2013).

Las células estromales mesenquimales en cancer.

Las MSCs presentan un tropismo muy caracteristico hacia células tumorales y su
presencia ha sido documentada en tumores mamarios (Zhao et al., 2012; Vasconcelos et
al., 2013). En modelos in vitro y animales se ha observado que favorecen el desarrollo
tumoral, sin embargo no se conoce su participacion en el desarrollo de tumores humanos
(Hogan, 2012). Los mecanismos utilizados aparentemente son diferentes en cada especie
como lo muestra un estudio comparativo en donde las MSC humanas ejercen un efecto
inmunosupresor dependiente de la accion de la enzima indoleamina-2,3 dioxigenasa
(IDO), la cual es inducida en presencia de IFN-y. La enzima IDO es requerida para la
inhibicién de células Thl productoras de IFN-y y junto a la PGE2 bloquea la actividad de
las células NK, contrario a las células derivadas de ratones que actian principalmente por

medio del éxido nitrico (Ren, et al., 2009).

Por otro lado, se ha reportado que las células de cancer de mama in vitro tienen la
capacidad de atraer MSC derivadas de medula 6sea mediante la liberacion de varios
factores como la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) (Dwyer et al. 2007), el
factor de crecimiento transformante (1 (TGF-B), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) (Klopp,
2007). Las MSC presentes en el microambiente tumoral, podrian ser atraidas desde la
médula 6sea o ser MSC residentes ya que participan en el desarrollo de la glandula
mamaria y permanecen presentes en el tejido mamario (Patki et al 2010, Cui et al 2014).
Se ha demostrado que las MSC pueden promover el desarrollo de tumores mediante
diversos mecanismos, que incluyen la induccion de la proliferacion y migracion en las
células cancerosas, la modulacion de la respuesta inmune local y la induccion de
angiogénesis (Hernanda et al. 2014, Mathew et al. 2016, Zhao et al. 2012).



Las MSCs pueden regular la respuesta inmune in vitro al inhibir la maduraciéon de las
células dendriticas, asi como al suprimir la proliferacién y la funcién de los linfocitos Ty B
(Machado et al. 2013). Pueden promover la progresion tumoral al afectar la funcion de las
células inmunitarias. Se ha demostrado que pueden polarizar el fenotipo de macréfagos
asociados al tumor (TAM) en macréfagos de tipo M2 que producen IL-10 y que favorecen
la supresion inmune local (Mathew et al. 2016). También pueden suprimir la actividad de
las células NK y asi promover la metastasis pulmonar en modelos animales (Gazdic et al.
2017). Ademas, se ha observado que la activacion in vitro con interferén gamma (IFNy) y
lipopolisacarido (LPS) induce la expresion de moléculas inmunoreguladoras en las MSC
como PDL-1 e IDO (Laranjeira et al. 2015, English et al. 2007).

Las propiedades inmunomoduladoras de las MSC las convierten en una fuente atractiva a
emplear en la terapia celular, si bien para la regeneracion de tejidos o para establecer la
homeostasis en sitios con estados inflamatorios cronicos patogénicos. Sin embargo, su
capacidad de migrar preferencialmente a sitios de inflamacién crénica incluyendo tumores
ha generado opiniones controversiales sobre su aplicacion clinica (Uchibori, 2009), debido

al potencial riesgo de favorecer el desarrollo de tumores.



Planteamiento del problema

Se ha documentado que las células estromales mesenquimales derivadas de médula
0sea, son capaces de promover el crecimiento tumoral en modelos animales de cancer de
mama. Sin embargo, los mecanismos por los cuales las MSC inducen el desarrollo de
tumores no se conocen por completo y se ha sugerido que puede ser mediado en parte
por sus propiedades inmunoreguladoras. Adicionalmente, hay muy pocos estudios con
MSC derivadas de tumores. Por ende, se requieren estudios adicionales para explorar la
posibilidad de que las MSC derivadas de tumores humanos son capaces de modular la
funcion de la respuesta inmune dentro del microambiente tumoral. Es por ello que en el
presente estudio evaluamos la expresién de algunas moléculas inmunoreguladoras en
MSC aisladas de tumores primarios de pacientes mexicanas con cancer de mama. Asi
mismo, evaluamos su capacidad para producir citocinas implicadas en al patogenia del
cancer de mama como TSLP y GM-CSF en respuesta a estimulos inflamatorios.
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Hipodtesis

Las células estromales mesenquimales derivadas de tumores de céncer de mama
expresan moléculas capaces de regular la respuesta inmune local para inducir un estado

de inmunosupresién en el microambiente que favorezca el desarrollo tumoral.
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Objetivo general

Caracterizar la presencia de 3 moléculas inmuno-moduladoras en células estromales

mesenquimales (MSC) derivadas de tumores mamarios de pacientes con cancer de

mama.

Objetivos particulares

1.

Aislar y cultivar MSCs a partir de tumores primarios de pacientes con cancer de
mama.

Analizar la capacidad de diferenciacion de MSCs tumorales hacia osteoblastos y
adipocitos, como prueba definitoria a MSC.

Caracterizar el inmunofenotipo de las MSCs tumorales por citometria de flujo
utilizando anticuerpos anti CD45, CD90, CD44, CD105y CD73.

Realizar cultivos de MSCs para ensayos funcionales que permitan evaluar la
expresion de las moléculas inmunoreguladoras GITRL, ICOSL y PDL-1 antes y
después de estimular a las células con las citocinas inflamatorias IL-1 y TNFa.
Evaluar la produccion de las citocinas GM-CSF (factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos) y TSLP (linfopoyetina timica estromal) ante estimulos

inflamatorios como IL-1 (interleucina 1) y TNFa (factor de necrosis tumoral alfa).
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Estrategia experimental

Muestras biolégicas.

Se colectaron muestras de tejido tumoral y de sangre periférica de pacientes con cancer
de mama, provenientes del Hospital de Gineco-obstetricia del Centro Médico la Raza del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Las pacientes fueron de recién diagndstico y
la toma de muestras se obtuvo previa a cualquier tratamiento anti-cancer. Asi mismo, se

consiguio el consentimiento informado de cada paciente previo a la donacion de tejidos.

Tejido mamario. Los explantes se obtuvieron por medio de biopsias o mastectomia parcial
o total. El tejido se coloc6 en un recipiente estéril con solucién salina 0 medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) a 4° C para su transporte al

laboratorio.

Aislamiento de MSCs de tumores de mama.

De muestras frescas de tumores mamarios se tomdé un pequefio fragmento de
aproximadamente 0.3 x 0.3 x 0.3 cm. El tejido se lavo con medio DMEM y con antibiéticos
por 30 minutos. Posteriormente el tejido (explante) se transfiri6 a una placa de cultivo de
24 pozos y se agreg6 medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS)
al 10%, L-glutamina al 2mM y con 100 Ul/mL de penicilina. El explante tumoral se
mantuvo a 37 °C en una atmosfera de CO2 al 5%, en una incubadora (NUAIRE). Cada
tercer dia se realizaron cambios de medio fresco al cultivo, donde a partir del primer
cambio de medio se sustituyé el FBS convencional por un suero certificado para el
crecimiento de células estromales mesenquimales. (MSC FBS, Gibco). Los cultivos se
mantuvieron hasta la apariciéon de células adherentes con morfologia caracteristica de
MSC (aproximadamente de 2 a 4 semanas). Una vez que las células crecieron por todo el
pozo se transfirieron a cajas de 25 mm2, y se dejaron crecer hasta alcanzar el 80% de
confluencia. Finalmente, cuando se obtuvo un numero suficiente de células se analizé su

fenotipo por citometria de flujo y se utiliz6 para ensayos funcionales.
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Andlisis fenotipico de MSCs en cultivo celular.

Adicionalmente al cultivo celular se analiz6 la presencia y frecuencia de MSCs de acuerdo
al fenotipo reportado en la literatura (CD45-CD90+CD44+CD105+CD73+) por citometria
de flujo. El andlisis de citometria de flujo se realizd utilizando el citometro FACSCanto |l
(BD Biosciences) donde 10 000 eventos fueron colectados para su analisis, utilizando el

software FlowJo version 7.6 y 10.

Pruebas para diferenciacion de MSCs

Diferenciacion osteogénica. Se cultivaron 10, 000 células/ml en placas de 24 pozos para
las pruebas de diferenciacion hacia Osteoblastos. Se prepar6 el medio de diferenciacion
de Osteoblastos, utilizando el kit de diferenciacion STEMPRO (Gibco, cat. A1007201)
donde se utilizaron 2.9 mL de suero para osteogenesis, 100 ul de suplemento para
osteoblastos y 30 ul de antibiético. En cuanto a los controles negativos se coloc6 el medio
normal para cultivo de MSCs. De igual manera, se le cambi6 el medio cada tercer dia por
21 dias. Consecuentemente, se fijaron con paraformaldehido (PFA AL 10%) y se tifieron
preparando una solucién de deteccién de depdsitos de calcio (Alizarin Red S al 0.2%) y se

observaron por microscopio optico.

Diferenciacion adipogénica. Se cultivaron 10 000 células en 1 ml de medio por pozo en
placas de 24 pozos y se cultivaron durante dos dias en medio basal. Luego, los medios se
reemplazaron con medio de diferenciacion adipogénico, conteniendo DMEM
suplementado con 4,5 g / ml de glucosa, 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 U / ml de
penicilina y 100 ug / ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 10 ug / ml de insulina
humana (Roche cat. 11376497001), 0,1 mM de indometacina (Sigma-Aldrich cat. 18280),
0,5 mM de IBMX (Sigma-Aldrich cat. 17018) y 1 uM de dexametasona (Sigma-Aldrich cat.
D4902). Los medios se cambiaron cada 3-4 dias y, después de 3 semanas, las células se
fijaron con paraformaldehido al 10%. La diferenciacion se evalué mediante la tincion de

las vacuolas lipidicas con aceite rojo.
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Ensayos funcionales

Las MSCs se cultivaron en placas de cultivo de 24 pozos con una densidad inicial de 10
000 células/mL. Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 90 %, se
procedid a activarlas con 20 ng/mL de TNFa, IL-1, la combinacion de ambas 6 50 ng/mL
de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). La activacion se realizd6 por 48 hrs, y
posteriormente se colectaron los sobrenadantes de los cultivos. Los niveles de TSLP y
GM-CSF se midieron en los sobrenadantes del cultivo mediante kits de ELISA (Cat.
434204 y 432004, Biolegend). Después de remover los sobrenadantes, las células se
colectaron utilizando PBS con 2 mM de EDTA. Las suspensiones de células individuales
obtenidas de los cultivos se analizaron mediante citometria de flujo. Las células se
incubaron con anticuerpos monoclonales marcados con diferentes fluorocromos durante
10 minutos a temperatura ambiente y a oscuridad total. Posteriormente, las células se
lavaron para eliminar el exceso de anticuerpo y se analizaron en un citbmetro de flujo BD
LSRFortessa y los datos se analizaron con el software Flowjo. Los anticuerpos utilizados
para la citometria de flujo: anti-CD24-FITC (e-Bioesciences, 11-0247-42, eBIOSN3) y anti-
GITRL (sistemas de | + D); Anti-ICOS-L-PE (MIH12, Cat.12-5889, e-Biosciences), anti-
CD105 (BioLegend, 323206, 43A3) y anti-PD-L1 (Cat. 12-5983-42, e-Biosciences ); Anti-
CD44-PerCP (TONBO biosciences, 65-0441-U100, IM7); Anti-CD90-APC (BioLegend.
328114, 5610); Anti-CD73-PeCy7 (e-Bioescience, 25-0739-42, AD2) y anti-CD45-V450
(HI30, Cat. 48-0459-42 e-Bioescience).
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Resultados

Pacientes

En el estudio se incluyeron 14 pacientes femeninas con cancer de mama con una edad
promedio de 54 afos (36-87). El principal subtipo de cancer observado fue ductal
infiltrante con un 78.5 % (11/14), y el resto correspondié a carcinoma lobular infiltrante
(tabla 1). Los estadios observados fueron IA (50%), 1A (21.4%), IIB (21.4%) y llIA (7.1%),
los cuales son considerados como tempranos de acuerdo a la “National Comprehensive
Cancer Network Clinical Practice Guidelines in Oncology version 1.2018”. Seis pacientes
tuvieron afeccién de ganglios axilares. Caracteristicas clinico patologicas adicionales se

muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinico patoldgicas

Caracteristica B Frecuencia =
Edad 54 (36-87)
Grado del tumaor®
Grade 1 5
Grade 2 4
Grade 3 3
Tamafio del tumor**

T1 9
T2 ul
T3 0
T4 0
Afeccion de ganglios®™*
MO 8
M1 4
N2 1
M3 0
tstadio
14 7
A 3
1B 3
A 1

*Dos de las pacientes no tenian reporte
** Una paciente no tenia reporte
*** Una paciente no tenia reporte

16



Caracterizacion morfolégica y fenotipica de células mesenguimales estromales

derivadas de muestras tumorales.

Las células se aislaron mediante el cultivo de tejidos tumorales frescos (explantes).
Después de 2 semanas de cultivo, se observaron células adherentes especialmente
alrededor de los explantes de tejido. La morfologia temprana de las células en cultivo
mostr6é una forma triangular o en forma de estrella (figura 2), a medida que las células se

expandian en los cultivos, se observaban alargadas y de forma similar a fibroblastos.

Figura 2. Morfologia de las MSCs derivadas de tejido tumoral de mama en cultivo
celular. Se observan células de morfologia triangular adherentes al plastico en las

primeras semanas de cultivo. Magnificacion 200X.

Una vez que los cultivos fueron confluentes se analizé el fenotipo de las células por
citometria de flujo utilizando marcadores que se han reportado para la identificacién de
MSC. Medimos la expresion de las moléculas CD44, CD45, CD90, CD73 y CD105. Como
se observa en la figura 3 las células cultivadas fueron negativas para CD45, pero positivas
para CD44, CD90, CD73y CD105.
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Figura 3. Analisis fenotipico de células aisladas por cultivo de explantes tumorales.
Explantes de tejido tumoral fueron cultivados hasta la aparicién de células adherentes, las
cuales fueron expandidas en cultivos celulares y cuando se obtuvo un namero suficiente
se despegaron de las cajas de cultivo con EDTA y se analizaron por citometria de flujo
para la expresion de CD44, CD45, CD73, CD90 y CD105. En las gréficas superiores se

muestran los controles negativos de tincion para cada fluorescencia.
Potencial de diferenciacion

Adicionalmente se evalu6 el potencial de diferenciacién in vitro para verificar la identidad
de las MSC. Las células en condiciones de diferenciacion presentaron cambios
morfolégicos durante su crecimiento en cultivo y, después de 18 dias, se confirmé la
capacidad de diferenciacion osteogénica de las MSCs derivadas de tumores mediante la
mineralizacion de calcio observada con la tincion de rojo de alizarina (figura 4 B). Por otro
lado la diferenciacion a adipocitos fue evidente después de tres semanas de induccion en
el medio especial para ello. Al final de la tercera semana, las células fueron capaces de
diferenciarse a adipocitos donde se detectaron cambios morfolégicos y la acumulacion de
vacuolas lipidicas que se detectaron claramente en las células mediante tincion con rojo
oleoso (figura 4 D). En los controles negativos, las células cultivadas con medio basal, no
mostraron cambios en su morfologia y no se observaron depdsitos de calcio (figura 4A), ni

vacuolas de lipidos después de la tincion (figura 4C).
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Figura 4. Potencial de diferenciacion de las MSC derivadas de tumores. Después de
tres semanas de cultivo en medio osteogénico (B) o adipogénico (D), las células se
tifieron con rojo de alizarina para la mineralizacion de calcio o con rojo de aceite para
vacuolas lipidicas, respectivamente. Los controles se cultivaron con medio basal y se
tifieron con rojo de alizarina (A) o rojo oleoso (C). Ampliaciones 200X para A-B y 400X
para C-D.

Propiedades inmunoreguladoras

Para corroborar las propiedades inmunomoduladoras de las MSCs derivadas de tumores,
evaluamos la expresion de moléculas reguladoras en células de cultivos primarios
tratadas con las citocinas proinflamatorias IL-18 y TNFa. Se evalu6 la expresion de
GITRL, ICOS-L y PD-L1 antes y después de la estimulacién con dichas citocinas. En la
figura 5 se observa que las MSC tumorales no expresan GITRL de forma basal o bajo
estimulos inflamatorios. Mientras que PD-L1 e ICOS-L se expresaron antes de la
activacion y el nivel de expresion no cambié durante la estimulacién inflamatoria (figura 6
y 7). Con respecto a la produccién de citocinas, las MSC tumorales en condiciones
inflamatorias produjeron GM-CSF, pero no TSLP (figura 7 y 8). Aunque las MSC no
produjeron TSLP en respuesta a IL-1B y TNFa, si liberan TSLP después de la
estimulaciéon con PMA, lo que demuestra su capacidad para producir esta citocina (figura
8).
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Figura 5. Expresion de la molécula inmunoreguladora GITRL en MSC derivadas de
tejido tumoral mamario. Se evalu6 la presencia de GITRL por citometria de flujo antes y
después de la estimulacién con las citocinas proinflatorias IL-1 B y TNFa. Como control
positivo de la activacion, las células se trataron con 50 ng / ml de forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA).
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Figura 6. Expresiéon de la molécula inmunoreguladora PD-L1 en MSCs derivadas de
tejido tumoral. Las MSC aisladas de tejidos tumorales de mama se cultivaron en la
presencia de 10 ng/ ml de IL-1 B 6 TNFa o la combinacién de ambas. Se evalud la
expresion de PD-L1 mediante citometria de flujo. Como control positivo de la activacién,

las células se trataron con 50 ng / ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA).
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Figura 7. Expresion de la molécula inmunoreguladora ICOS-L en MSCs de tejido
tumoral mamario. Se evalud la presencia de ICOS-L antes y después de la induccién de
las citocinas proinflatorias IL-1 B y TNFa por citometria de flujo. Como control positivo de
la activaciéon, las células se trataron con 50 ng / ml de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA).

22



450-
<
4004+
300
E o
o
Q. 200-
o
"U_I) —
- 1004 O A ._9_<>_.
\"AY b 2

Control  IL-1  TNFa IL-I/TNFa PMA

Figura 8. Expresion de la citocina TSLP en las MSCs derivadas de tumores. Se
evaluaron los niveles de TSLP mediante ensayos de ELISA, donde se observaron bajas
concentraciones de esta citocina en los cultivos de MSCs, antes y después de haber sido
activados con las citocinas proinflamatorias IL-1  y TNFa.
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Figura 9. Expresidn de la citocina GM-CSF en MSCs derivadas de tumores de mama.
Se analizé mediante ensayos de ELISA la produccién de GM-CSF en MSC después de
haber sido activadas con las citocinas proinflamatorias IL-1 B y TNFa. Se observd que
esta citocina si se expresa en la MSC después de un estimulo proinflamatorio, asi como

en el control positivo con PMA.
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Discusion

Durante las ultimos afios, se ha buscado respaldar el papel de las células estromales
mesenquimales derivadas de tumores en la progresion del cancer de mama, sin embargo,
hasta la fecha, la mayoria de los estudios se han basado en MSCs de origen no mamario.
Actualmente, existen algunas investigaciones que reportan la presencia de MSCs en las
regiones tumorales, como es el caso de ratones implantados con MSCs derivadas de
tejido mamario adiposo, donde contribuyen a la progresion del cancer de mama de tipo
basal, al estimular el crecimiento y la invasién, pero no la vasculogénesis o la
angiogénesis. Asi mismo, se han aislado de tumores de mama humanos para observar
sus efectos sobre ciertas lineas celulares de cancer de mama (Yan et al., 2012; Zhang et
al., 2013; Lazennec et al., 2016). Sin embargo, aln no se tiene planteado su presenciay
las propiedades de estas células en el microambiente tumoral en diferentes etapas de la
enfermedad. En el presente estudio, hemos analizado la presencia de MSC en tumores
de pacientes con cancer de mama en etapas tempranas. Se encontré que las MSCs
estaban presentes en casi el 90% de los tumores analizados, lo que indica su

participacion desde las fases iniciales del desarrollo del tumor (Reyes, 2017).

En nuestro estudio encontramos que las MSCs infiltrantes de tumores tienen una
morfologia y un fenotipo similares a los ya reportados para las MSCs de médula 6sea,
que son células CD45-CD24-CD44+CD90+CD73+CD105+ (Dominici, 2006). Dos estudios
previos también informaron la similitud entre las MSC derivadas de tumores de mama y
las de medula 6sea (Yan et al. 2012, Zhang et al. 2013). Las MSC tumorales que se
aislaron, cumplen con las caracteristicas minimas establecidas por la ISCT para las
células estromales mesenquimales humanas (Dominici, 2006), ya que ademas de
presentar una morfologia estrellada parecida a los fibroblastos e inmunofenotipo descrito
para esta estirpe celular, fueron adherentes al plastico en cultivos celulares y tienen un
potencial de diferenciacidbn multipotente como se demostr6 en los ensayos de

diferenciacion adipogénica y osteogénica.
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En cuanto a las MSC derivadas de tejido adiposo y de médula 6ésea en condiciones
basales, se ha reportado que expresan niveles muy bajos de PD-L1, y solo después de la
activacion con estimulos inflamatorios, presentan una importante expresién de esta
molécula, mientras que las MSC derivadas de amigdalas e higado expresan
concentraciones mas altos de PD-L1 de forma basal, lo que indica que el microambiente
local determina el nivel de expresion de esta molécula (Bredemeijer et al. 2015, Kim et al.
2018). Asi mismo, la expresion de PD-L1 se ha reportado ampliamente en células
tumorales y leucocitos infiltrantes de tumores (Zhou et al. 2017), pero no hay reportes en
MSC tumorales. La molécula PD-L1 en las MSC les otorga capacidad supresora sobre
células de la respuesta inmunitaria como las células NK vy linfocitos T (Augello et al. 2005,
Bredemeijer et al. 2015, Chen et al. 2018), por lo que las MSC en tumores con PD-L1 +
pueden contribuir a inducir un ambiente tolerogénico en el microambiente tumoral del

cancer de mama.

Una de las funciones inmunomoduladoras de las MSC implica la induccién de células T
reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3+ (Tregs) por factores solubles y dependientes del
contacto celular. La expresién que observamos de ICOS-L en las MSC tumorales sugiere
gue podria ser responsable de la induccion de células Tregs en el tejido tumoral de la
mama ya que en las células presentadoras de antigenos, ICOS-L actla como una
molécula coestimuladora que puede inducir Tregs a partir de células T virgenes, siendo
esta una condicién que se ha observado en este tipo de cancer (Sisirak et al. 2012 y
2013). Asimismo, en apoyo de este supuesto, se ha informado que la expresiéon de ICOS-
L en MSC humanas derivadas de medula 6sea, promueve la induccion de células T
reguladoras (Lee et al. 2017). Ademas de las FoxP3+ Tregs clasicas, el eje ICOS-ICOSL
puede inducir una subpoblacion de células T reguladoras especializadas en producir
grandes cantidades de IL-10, las células T reguladoras tipo 1 (Tr-1), que desempefian un
papel importante en la patogénesis del cancer de higado (Pedroza et al. 2011), por lo
tanto, es posible que las PD-L1+ MSC tumorales también pueda inducir a esta poblacion

en los tumores mamarios, un hecho que debe investigarse en futuros estudios.

Por otro lado, encontramos que las MSC tumorales en respuesta a IL-1B y TNFa
producen GM-CSF, una citocina que se ha reportado en cancer de mama para favorecer

la induccion de respuestas celulares de tipo Th2 a través de la activacion de células
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dendriticas plasmocitoides y que favorecen el desarrollo temprano del tumor (Pedroza et
al. 2011, Ghirelli et al. 2015). La producciéon de GM-CSF se habia descrito para células
tumorales (Ghirelli et al. 2015), pero ahora con nuestro estudio podemos observar que las
MSC tumorales también contribuyen a este eje de inmunomodulacién que favorece la
progresion tumoral. Finalmente observamos que bajo la estimulacion con TNFa e IL-1 las
MSCs tumorales no producen TSLP. Sin embargo, no se puede descartar que bajo otros
estimulos que pudieran estar presentes en el microambiente tumoral lo puedan hacer
dado que en la presencia de PMA, que es un fuerte activador celular, las MSCs tumorales
si liberaron TSLP.
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Conclusiones.

1. En tumores humanos primarios de cancer de mama se encontrd la presencia de
MSC aun en etapas muy tempranas.

2. Las células estromales mesenquimales presentes en tumores mamarios pueden
ser aisladas y cultivadas en el laboratorio.

3. Las células aisladas in vitro se diferenciaron a osteoblastos y adipocitos,
confirmando su linaje como MSC.

4. El inmunofenotipo observado en nuestros cultivos celulares, fue similar al
reportado para MSC siendo CD45-CD44+CD90+CD73+CD105+.

5. Las MSC derivadas de tumores de cancer de mama expresan las moléculas
inmunoreguladoras PD-L1 y ICOS-L, contribuyendo con el microambiente
inmunosupresor local descrito para este tipo de cancer.

6. Las MSC derivadas de tumores mamarios expresan la citocina GM-CSF, que
posiblemente, induce una respuesta de tipo Th2 que favorezca el crecimiento
tumoral.

7. El entendimiento de como funcionan las MSC en el microambiente tumoral es

esencial para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
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Perspectivas

Realizar ensayos funcionales para evaluar si las MSC son capaces de inhibir la funcion de
las células efectoras, como son las NK y CD8, asimismo saber si mediante el bloqueo de

las moléculas reguladoras como PD-L1, dicha actividad puede ser revertida.
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