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Resumen

Las células troncales tumorales (CTT) son una poblacion de células cancerosas dentro de un
tumor que tienen las propiedades de células troncales de autorrenovacion y la capacidad de
generar una progenie heterogénea diferenciada. El porcentaje de CTT dentro de un tumor puede
variar del 0.1% al 20% dependiendo del tipo de tumor, encontrdndose en proporciones mas altas
en tumores indiferenciados, lo que al mismo tiempo se relaciona con un peor pronéstico clinico.
Aun después del tratamiento del cancer con los esquemas convencionales, pueden existir
cuerpos residuales enriquecidos en CTT que conducen a una disminucion en las tasas de
supervivencia de los pacientes tratados. La identificacion y aislamiento de CTT de tumores
mediante el uso de marcadores superficiales y funcionales ha permitido su estudio y conocer
algunos de sus mecanismos de farmacorresistencia. Las CTT resultan ser posibles dianas de la
terapia contra el cancer debido a su papel en el inicio, progresion, metastasis y recaida del tumor,
asi como en la quimio y radiorresistencia en los pacientes. El presente TMA proporciona
informacién reciente sobre los métodos de analisis empleados para la identificacion y estudio de
las CTT. Asi como una actualizacion bibliografica del desarrollo de estrategias farmacolégicas
gue tienen como blanco terapéutico a las CTT, destacando el uso de inmunoterapias, y del
reposicionamiento de farmacos que se dirijan contra esta poblacién celular, como lo son
disulfiram y metformina, para su implementacion en los esquemas terapéuticos de pacientes con
cancer de mama, colorrectal, de higado, ovario, glioblastoma y leucemias, con el objetivo de

mejorar su prondstico clinico.



1. Introduccion

Planteamiento del problema

A pesar de los avances en los Ultimos afios para mejorar la eficacia de los tratamientos de los
pacientes con cancer a través de mejores terapias y tratamientos combinados, aln quedan
obstaculos debido al desarrollo de resistencia terapéutica, las metastasis y la recurrencia del
cancer. La evidencia tanto de modelos experimentales como de estudios clinicos sefiala que las
células troncales tumorales (CTT), un subconjunto de células dentro de los tumores, son las
responsables en gran parte del desarrollo de estas complicaciones en los pacientes. Por lo que
estudios recientes indican que la estrategia terapéutica mas prometedora contra el cancer es la
de dirigirse contra las CTT. La capacidad para dirigirse a las CTT como blanco terapéutico
depende en gran medida de la evidencia y caracterizacion profunda de esta poblacién celular.
Debido a esto es primordial reconocer los cambios fenotipicos y genotipicos de estas células, asi
como los componentes del microambiente que favorecen sus caracteristicas de troncalidad y
malignidad. Como consecuencia de la relevancia de las CTT en el cancer, los esfuerzos actuales
estan enfocados al desarrollo de nuevas terapias, incluidas inmunoterapias y farmacos; los
cuales estan dirigidos a diversas vias de sefalizacion, factores de transcripcion y marcadores de
superficie, que afecten las funciones especificas de esta poblacién. Por esta razén resulta de
gran importancia recopilar la informacion mas reciente sobre los nuevos enfoques farmacolégicos
centrados en eliminar a las CTT con el objetivo de proporcionar un panorama que permita
identificar los puntos que podrian conducir a mejorar la eficacia de las terapias contra el cancer
y con ello la calidad de vida de los pacientes. La informacién organizada en este TMA sera una
importante herramienta y fuente de apoyo dentro del campo de la medicina y ciencias de la salud;
para aquellos que estén interesados en el estudio y conocimiento de las CTT en el cancer, asi

como en el desarrollo de nuevas estrategias eficaces que pudieran eliminar a esta poblacion.



Objetivo

Realizar una revision detallada y actualizada sobre la caracterizacion de las CTT y los nuevos
enfoques terapéuticos dirigidos hacia blancos farmacoldgicos en esta poblacion tumoral en

diferentes tipos de cancer.

Hipotesis

La adecuada caracterizaciéon de las CTT proporcionard bases sélidas que guiaran el desarrollo
de estrategias farmacoldgicas dirigidas contra blancos moleculares en las CTT, lo que mejorara
la eficacia de los esquemas terapéuticos actuales contra el cancer, reflejado en una mayor

supervivencia y/o una mayor cantidad de pacientes recuperados.



2. Modelo de origen de las células troncales tumorales (CTT)

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, este abarca mas de 100
distintas enfermedades con diversos factores de riesgo y epidemiologia, teniendo en comun el
crecimiento anormal celular en multiples partes del organismo con el potencial de invadir otros
organos. El desarrollo de cancer es el resultado de la interaccién entre los factores genéticos y
factores ambientales. El cancer es de origen monoclonal y resulta de la transformacién de una
célula normal en una tumoral en un proceso llamado carcinogénesis, este consiste en la
transformacién de una lesion precancerosa a un tumor maligno en etapas; iniciacion, promocion,
conversién y progresion (Bajaj et al., 2020; Niederhuber et al., 2020).

Se han propuesto dos modelos de carcinogénesis que permiten explicar la presencia de
diferentes células tumorales que muestran caracteristicas fenotipicas y genotipicas distintas
dentro del mismo tumor: el modelo estocastico y el modelo jerarquico, los cuales se describen a

continuacion (Figura 1).

En el modelo estocastico o de evolucion clonal todas las células tumorales tienen potencial
tumorigénico, por lo que todas pueden tener la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse
(Figura 1a). Estas células tumorales se derivan de células normales que adquieren una serie de
mutaciones que conducen a la transformaciéon maligna de una célula que se expande
clonalmente y permite la formacion del tumor con una poblacion diversa de células tumorales,
incluyendo a las CTT. ElI modelo jerarquico o de CTT propone que los tumores son tejidos
organizados jerarquicamente con las CTT en la cima de esta jerarquia celular. Este sugiere que
el origen del cancer son las CTT, las cuales poseen caracteristicas que les permiten generar
células progenitoras que dan lugar a todos los tipos de células dentro de un tumor e impulsan el
crecimiento tumoral, por lo que también son conocidas como células iniciadoras de tumores
(Moharil et al., 2017; Steinbichler et al., 2018). Estos modelos no son exclusivos y ambos podrian
contribuir a la heterogeneidad intrinseca del tumor.

Dentro de la heterogeneidad del cancer, las CTT son una pequefia poblaciéon de células
tumorales que presentan propiedades de células troncales adultas y embrionarias, incluidas la
autorrenovacion y la capacidad de generar una progenie heterogénea diferenciada (Toledo et al.,
2018). Adicionalmente, muestran plasticidad celular al realizar una transicion reversible entre los

estados de células troncales y no troncales (Najafi et al., 2019).



a) Modelo estocastico / de evolucién clonal b) Origen de las CTT y Modelo jerarquico / de CTT

1 A 2 3
[ \
@ )
/ . \/,/
Célula troncal normal Célula progenitora normal  Célula normal diferenciada

Célula normal K Primera mutacion

4‘ Mutaciones ;% Mutaciones ;}'
Célula troncal mutada Célula progenitora mutada Célula desdiferenciada
/ CcTT \
Divisién asimétrica e
l Formacion del tumor

rd

Y Segunda mutacién

{Tercera mutacion
Formacién del tumor por
proliferaciéon descontrolada Célula cancerosa
Lo Mo
. o
0] ‘ cTT @
‘ @ » ‘

Figura 1. Modelos de carcinogénesis y origen de CTT. a) Modelo estocastico o de evolucién

mediante diferenciacion Célula cancerosa
y autorrenovacion

clonal. b) El modelo jerarquico o de CTT y las posibles rutas del origen de las CTT.
(Creado con BioRender).

Dentro de los procesos de carcinogénesis, el modelo jerarquico ha sugerido tres teorias sobre el
origen de las CTT; la primera postula la transformacion oncogénica de las células troncales
adultas presentes en el tejido humano normal como fuente de CTT, la segunda plantea que las
CTT podrian desarrollarse a partir de células progenitoras y la tercera sugiere que las células
tumorales diferenciadas pueden reprogramarse para convertirse en CTT (Figura 1b) (Eun et al.,
2017; Moharil et al., 2017).

En la primera teoria, la generacion de las CTT a partir de células troncales se basa en que estas
células sobreviven el suficiente tiempo para adquirir las mutaciones necesarias para desarrollar
un fenotipo maligno, transformandose asi en CTT mediante la alteracién de las vias reguladoras
de células troncales existentes para promover su autorrenovacion. En las CTT hay una mayor
regulacion positiva de las sefiales que promueven la proliferacibn en comparacién con las
sefiales que inhiben este proceso, lo cual puede ocurrir como consecuencia de la desregulacion
del nicho de las células troncales (Moharil et al., 2017; Saygin et al., 2019).
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En la segunda teoria, las CTT podrian desarrollarse a partir de células progenitoras. El hecho de
gue este tipo de células sea mas abundante en el tejido adulto que las células troncales hace
gue sea mas probable su transformacion oncogénica (Moharil et al., 2017). De acuerdo con esta
idea, estudios recientes reconocieron un conjunto de células intermedias en la jerarquia celular,
llamadas “células amplificadoras transitorias”, que son mitéticamente activas y acumulan

mutaciones para desdiferenciarse y mantener a la poblacion de CTT (Saygin et al., 2019).

En la tercera teoria, las CTT se podrian desarrollar a partir de células diferenciadas mediante
desdiferenciacién, dado que las mutaciones oncogénicas pueden impulsar el proceso de
desdiferenciacién y la subsecuente autorrenovacion de las células en el tejido. Este proceso de
reprogramacion estéd correlacionado con la induccion de la transicion epitelial-mesenquimal
(EMT) en células diferenciadas, conduciendo a la adquisicion de fenotipos similares a células
troncales y con ello la formacion de CTT. Esta teoria es la mas estudiada y aceptada en la
actualidad (Moharil et al., 2017; Saygin et al., 2019; Steinbichler et al., 2018)

Recientemente, se han identificado alteraciones metabdlicas asociadas a la adquisicién de
caracteristicas similares a las de las células troncales como resultado de cambios epigenéticos
en las células troncales adultas y en las células tumorales (Dzobo et al., 2020). Por lo que las
mutaciones en los reguladores epigenéticos pueden contribuir en la formacién de la CTT
fundadora en las neoplasias malignas. Una consecuencia comun de esas alteraciones es una
reorganizacion del epigenoma y la consecuente interrupcion de los procesos de diferenciacion.
Si las mutaciones ocurren en las células troncales normales, se altera el equilibrio entre la
autorrenovacion y la diferenciacion, mientras que, en las células tumorales se induce un proceso
de reprogramacion que les da la capacidad de autorrenovacion de novo. En ambos casos, las
limitaciones epigenéticas que mantienen la plasticidad celular bajo control se interrumpen y las
células se transforman a un fenotipo similar al de las CTT (Wainwright & Scaffidi, 2017; Z. Liu et
al., 2021).

2.1. Papel del microambiente tumoral en las CTT

Ademas del papel de los factores genéticos y epigenéticos en el fenotipo de las CTT, el
microambiente tumoral (TME) dentro del cual se encuentran las células tumorales tiene una gran
influencia en el comportamiento de las CTT (Dzobo et al.,, 2020). Estos nichos tumorales
consisten en células endoteliales, células del sistema inmunoldgico, fibroblastos, componentes
de la matriz extracelular (MEC) y moléculas secretadas, como lo son factores de crecimiento y
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citocinas (Eun et al., 2017). Las células pueden responder a los cambios en las condiciones de
su entorno modificando su epigenoma. Se ha descrito que las alteraciones en las
concentraciones de oxigeno y nutrientes pueden ser causantes de variacion fenotipica dentro de
los tumores, como ejemplo de esto, los complejos modificadores de histonas y los patrones de
metilacion del ADN se ven afectados por estos cambios en el entorno (Wainwright & Scaffidi,
2017). El microambiente proporciona sefiales de célula a célula que modulan la expresion génica
en las células tumorales afectando, por consiguiente, el nimero, el fenotipo y la funcion de las
CTT.

Estudios recientes han sugerido que el TME es importante tanto para el mantenimiento de las
CTT como para la reprogramacion celular en CTT. La plasticidad de las células tumorales parece
estar regulada por el TME y esté relacionada con la EMT, mediante la regulacion de vias de
sefalizacién conocidas por promover propiedades de las CTT y la metastasis (Eun et al., 2017).
Como ejemplo de estas interacciones, se ha descrito que las células supresoras derivadas de
mieloides (MDSC) que se encuentran dentro del TME conducen a la inmunosupresién asociada
al tumor y promueven la EMT en las células tumorales mediante la activacion de STAT3, lo que
dirige la promocién de las CTT y las metastasis en diferentes tipos de cancer incluyendo mama,
ovario, pancreas, colorrectal y mieloma (P. Chen et al., 2021). Por otra parte, se ha sugerido que
los factores inflamatorios pueden activar los mecanismos de reprogramacion que conducen a la
generacion de CTT. Los macréfagos asociados a tumores (TAM) de fenotipo M2 promueven la
EMT y las caracteristicas de troncalidad al secretar citocinas como TNF-a, IL-6, TGF- e IL-10(Y.
Chen et al., 2019). No obstante, TNF-a es una de las citocinas proinflamatorias mas importantes
gue se encuentran en el TME y es secretada tanto por células estromales como por las propias
células tumorales, incluidas las CTT. Se ha determinado que TNF-a favorece la generacién de
CTT mediante la expresion de factores de transcripcion Oct4 y Sox2, a través de la activacion de
la via Wnt / B-catenina en células de carcinoma hepatocelular (Y. Chen et al., 2019). De forma
similar, en el CM se ha reportado que el TNF-a induce la EMT mediante el eje de los factores de
transcripcion NFkB/Twist o tras regular al alza SLUG, un mediador del proceso de EMT, con una
dependencia de la sefalizacion canénica NFkB/HIF1a, favoreciendo la adquisicion de un fenotipo
de células troncales, promoviendo la proliferacion y supervivencia de las células tumorales
(Cruceriu et al., 2020; Eun et al., 2017).

Adicional a esto, investigaciones recientes indican que los macréfagos presentes en el TME
aumentan la poblaciéon de CTT al promover la plasticidad fenotipica y la adquisicion de novo de
propiedades de troncalidad en células tumorales no troncales (no-CTT) o diferenciadas tras su
contacto directo a traveés de la via de sefalizacion Notch-Jagged (Sharma et al., 2021). Por lo
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tanto, el microambiente tumoral resulta de gran importancia para mantener las propiedades
principales de las CTT; para preservar su plasticidad fenotipica, facilitar su potencial metastasico
y favorecer la evasion del sistema inmunoldgico.

3. Caracterizacion de CTT

3.1. Principales caracteristicas funcionales de CTT

Las CTT son capaces de reproducir la heterogeneidad del tumor primario, asi como generar
metastasis en 6rganos distantes (Dzobo et al., 2020). Estas se distribuyen dentro del tumor
residiendo preferentemente en nichos de hipoxia, bajo pH y con menores concentraciones de
nutrientes (Mondal et al., 2018). Las CTT presentan algunas caracteristicas funcionales de las
células troncales normales, como la autorrenovacion y pluripotencia (Steinbichler et al., 2018).
Adicionalmente, existen caracteristicas distintivas de las CTT que incluyen la plasticidad, latencia
celular, mayor capacidad de reparacién del dafio al ADN promoviendo su supervivencia,
resistencia intrinseca a las terapias, elevado potencial tumorigénico, la capacidad de crecer como
esferas, baja inmunogenicidad, un ciclo celular desregulado, tienen la capacidad de someterse
a EMT y desarrollar metastasis, angiogénesis y recientemente se ha demostrado que se someten
a una reprogramacion epigenética, como se mencion6 anteriormente en el origen de las CTT, lo
gue las hace muy dificiles de erradicar en cualquier tipo de cancer (Z. Liu et al., 2021; Najafi et
al., 2019). A continuacion, se describen estas caracteristicas y los procesos relacionados con las
propiedades funcionales de las CTT.

Autorrenovacion

La autorrenovacion es un tipo de division celular propia de las células troncales y se refiere a que
una ceélula puede dividirse de forma ilimitada para dar lugar a mas células del mismo tipo celular
conservando el potencial de diferenciacion. Estas células se pueden dividir de forma simétrica o
asimétrica. En la divisién celular simétrica se producen dos nuevas células troncales capaces
de dividirse ilimitadamente o dos células diferenciadas iguales con potencial de proliferacién
limitado. En la division asimétrica una célula sigue siendo troncal, mientras que la otra es una
célula diferenciada. La capacidad de autorrenovacién de las células troncales resulta de la
expresion de la enzima telomerasa, que impide el acortamiento de los telomeros del ADN durante

la division celular promoviendo una proliferacion ilimitada. La sobreexpresion de telomerasa en
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CTT aumenta la movilidad y la proliferaciéon celular independientemente de su funcién de
alargamiento de los telémeros mediante la via de sefalizacién de Wnt / 3-catenina, ademas de
promover la EMT (Steinbichler et al., 2018).

Pluripotencia

Desde un punto de vista jerarquico, las células troncales embrionarias son las células mas
primitivas dentro de un sistema biologico y se consideran pluripotentes porque son capaces de
diferenciarse en cualquier tipo de célula del organismo. Debajo de ellas, en esta jerarquia celular,
estan las células progenitoras que son multipotentes y tienen una capacidad de diferenciacién
de linaje mas restringido. Por Ultimo, existen otras células con un menor potencial de
diferenciacion (Bradshaw et al., 2016). Esta propiedad es mantenida por la expresién de factores
de transcripcion de troncalidad (Ej. Sox2, Oct4, Nanog, etc.) que, a su vez, regulan la expresién
de genes diana que tienen funciones relevantes en la pluripotencia de las células. Entre las
caracteristicas que las CTT comparten con las células troncales normales esté la capacidad de
generar progenie de multiples linajes. Esto permite que las CTT sean capaces de dar origen a
diferentes tipos de células tumorales, incluyendo no-CTT, dentro de la masa tumoral (Moharil et
al., 2017).

Plasticidad

Las CTT son células altamente plasticas que pueden adquirir diferentes fenotipos (troncal / no
troncal) y estados celulares (quiescencia / proliferacion), lo cual les permite desempefiar
funciones importantes en el inicio, propagacion, metastasis y la recaida del cancer, teniendo un
papel fundamental en la resistencia a la terapia. La plasticidad fenotipica de las CTT implica una
transicion reversible entre un fenotipo EMT (relacionado con la adquisicion de propiedades de
CTT) y un fenotipo de transiciobn mesenquimatosa-epitelial (presentando caracteristicas de no-
CTT); asi como una transicion entre un estado de quiescencia (favoreciendo la resistencia a los
farmacos) y un estado proliferativo (el cual favorece la sensibilidad a los farmacos) (Atkins et al.,
2019; Prager et al., 2019; M. Wang et al., 2017). La plasticidad celular es promovida por cambios
epigenéticos que surgen como respuesta a alteraciones en el TME, incluido el resultado de la
exposicion a farmacos citotoxicos y dirigidos y condiciones de hipoxia. Las CTT y las no-CTT se
pueden distinguir mediante marcadores superficiales y funcionales y por su capacidad de
autorrenovacion. Aunado a esto, las CTT pueden presentar una reprogramacion o plasticidad
metabdlica, una serie de cambios en la bioenergética celular dentro de los tumores (Fekir et al.,
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2019). Por lo tanto, la plasticidad celular permite la generacién de una poblacion heterogénea de
células dentro de un tumor capaces de adaptarse facilmente a los cambios en el TME.

Latencia celular

Esta es una caracteristica necesaria para mantener la homeostasis tisular. Se refiere al estado
quiescente en que las células entran interrumpiendo su ciclo proliferativo (fase GO del ciclo
celular) y manteniendo la capacidad de dividirse en respuesta a la estimulacién mitética
(Steinbichler et al., 2018). La exposiciébn a malas condiciones induce un estado latente que
permite que las células sobrevivan hasta que haya un entorno favorable. En condiciones de
estrés nutricional las células tumorales secretan factores que inhiben la via PI3K, lo que resulta
en la induccion de la latencia y la autofagia (Alvarez-Meythaler et al., 2020). Siendo este un
mecanismo de supervivencia, lo que permite que las CTT mantengan la aptitud metabdlica. En
el cdncer de mama, colorrectal y mieloma multiple esta latencia esta inducida por el nicho de
CTT promoviendo la inactividad y la resistencia a los farmacos (Sistigu et al., 2020). El sistema
inmunolégico también puede promover la latencia ya que las células T inhiben la progresion del
ciclo celular en las células tumorales a través de la sefializacion mediada por IFN-y y TNF-a.

La presencia de estas células inactivas puede ser la causa de la recurrencia de los tumores y el

desarrollo de metastasis (Gomatou et al., 2021).

Supervivencia y autosuficiencia

Las CTT tienen sistemas de reparacién de ADN mas eficientes, alteran los puntos de control del
ciclo celular, muestran menos eventos apoptéticos y eliminan eficazmente las especies reactivas
de oxigeno (ROS) por lo que pueden combatir los dafios que se puedan generar. La preferencia
de la reparacién del ADN sobre la apoptosis dirige las respuestas de resistencia de las CTT a
diversas terapias (Das et al., 2020; Najafi et al., 2019). Las CTT tienen alterada su respuesta al
dafo del ADN y presentan vias de reparacion de ADN similares a las de las células troncales
normales. La via de reparacién homologa (HR) del dafio del ADN es un proceso menos propenso
a errores para la reparacion del ADN por lo que es uno de los mas importantes para las CTT.
Ademas de que presentan una sobreexpresion de las proteinas de reparacion del ADN, los genes
gue inducen la muerte celular también suelen estar desregulados enlas CTT. Un ejemplo es p53,
un gen que da origen a una proteina supresora de tumores, que a menudo se encuentra mutado
o regulado a la baja en las CTT (T. Huang et al., 2020)
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Por otra parte, los niveles elevados de ROS provocan una diferenciacion anormal, apoptosis o
senescencia de las células. Las CTT evitan estos efectos manteniendo bajas concentraciones
intracelulares de ROS, donde participan varias familias de enzimas. Estas enzimas incluyen
superéxido dismutasa, superoxido reductasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa
y la proteina multifuncional endonucleasa apurinica/apirimidinica/factor redox (Apel / Ref-1)
(Steinbichler et al., 2018; H. R. Sun et al., 2019).

Adicionalmente, las vias de sefalizacion apoptéticas estdn desreguladas en las CTT. Varios
mecanismos incluidos una deficiencia en la apoptosis mediada por mitocondrias, una regulacion
a la baja de los receptores de muerte, la expresion de la proteina de dominio de muerte TRADD
(que activa a la principal via de supervivencia en las CTT [NF-kB]), una disminucién de la
expresion de marcadores proapoptdticos como la caspasa 3, sobreexpresion de la proteina
antiapoptotica c-FLIP y de miembros antiapoptéticos de la familia de proteinas Bcl-2 (incluyen a
Bcl-2, Bel-xL, BCL2L2 y Mcl-1) e inhibidores de proteinas de apoptosis (XIAP, clAP1, clAP2,
survivina) mejoran la supervivencia de las CTT en varios canceres (Safa, 2016; H. R. Sun et al.,
2019)

Resistencia intrinseca a las terapias

Las CTT se consideran naturalmente resistentes a la quimio y la radioterapia, por lo que al
sobrevivir a estas terapias permiten la recurrencia del tumor. Este fenbmeno podria asociarse a
varios factores como lo es el estado de latencia en el que pueden entrar las CTT que les permite
evadir los efectos de estas terapias que se dirigen principalmente a células en division celular
(Steinbichler et al., 2018). Por otra parte, la quimiorresistencia puede asociarse a que las CTT
tienen una mayor capacidad de salida de farmacos debido a una mayor expresion de
transportadores de resistencia a mudltiples farmacos (MDR), como los transportadores de
membrana ABC que reducen la concentracién intracelular de los quimioterapéuticos, aunado a
una mayor expresion de enzimas de detoxificacion y metabolizadoras de farmacos, como lo es
la familia de ALDH que regulan el estrés oxidativo celular (Begicevic & Falasca, 2017; Mohan et
al., 2021). Adicionalmente, su capacidad de reparacion del ADN eficaz y una mayor resistencia
a la apoptosis también favorecen la supervivencia de las células ante las terapias.

Potencial tumorigénico
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Previo al reconocimiento de las CTT se consideraba que la mayoria de las células tumorales
tenian la capacidad de proliferar ilimitadamente formando nuevas células tumorales, sin
embargo, se requerian grandes cantidades de células cancerosas para iniciar un tumor in vivo y
habia una baja frecuencia de colonias cuando las células cancerosas se sembraban in vitro. La
identificacion de células troncales tumorales por primera vez en la leucemia mieloide aguda
demostré que los tumores son heterogéneos y tienen una subpoblacion especifica con el
potencial de impulsar el crecimiento del cancer in vivo. Esta pequefia poblacion de células dentro
del tumor primario con potencial tumorigénico también se identific6 en canceres de mama y de
cerebro donde dieron lugar a tumores en ratones inmunodeficientes y estos pueden
reestablecerse fielmente con trasplantes en serie (Bajaj et al., 2020).

Crecimiento en esferas (Autorrenovaciéon y clonogenicidad)

Las CTT forman esferas in vitro que se mantienen a través de pases seriados, mientras que las
células progenitoras o diferenciadas carecen de esta capacidad. La formacién de este tipo de
colonias se debe a que las CTT pueden sobrevivir en condiciones independientes de anclaje a
la MEC, probablemente debido a la activacion constitutiva de la cinasa de adhesion focal (FAK)
en estas células, proliferando en suspension; para el resto de las células esto llevaria a una
apoptosis inducida por la pérdida de anclaje. La formacién de estas colonias enriquecidas en
CTT prueba tanto la capacidad de proliferacién como la de autorrenovacion de las células (Y. C.
Chen et al., 2016; T. Huang et al., 2020).

Metastasis

La metastasis es un proceso que involucra la intravasacion de células cancerosas en el torrente
sanguineo, la diseminacion a sitios distantes y la siembra en nuevos érganos. Recientemente se
ha indicado que las CTT de mama representan alrededor del 1% del tumor primario, alrededor
del 60% de las células tumorales circulantes (CTC) y mas del 70% de la poblacion tumoral en las
lesiones metastasicas tempranas en el pulmén, lo que demuestra su participacion en el desarrollo
de metastasis (Sharma et al., 2021). En la metastasis, las CTT se someten a EMT, proceso
mediante el cual las células epiteliales pierden sus caracteristicas diferenciadas y adquieren
propiedades mesenquimales, lo que implica la pérdida de cohesién intracelular, alteraciones en
la MEC, modificaciones del citoesqueleto y aumento de la motilidad celular. Esta transicion esta
involucrada en la invasion tumoral, ya que las células de tipo mesenquimatoso facilitan la
migracion y movilidad celular a través de la MEC. Este proceso se identifica por la pérdida de la
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expresion de moléculas de adhesién como E-cadherina y la 3-catenina, citoqueratina 18, y un
aumento en la expresién de marcadores mesenquimales, incluyendo la vimentina, N-cadherina
y fibronectina (L. Yang et al., 2020; Zheng et al., 2021). Por lo que, se ha propuesto que hay dos
tipos de CTT: las estacionarias (SCTT) que se encuentran en el epitelio y no son maviles; y las
migratorias (mCTT) que median la metastasis del tumor, y se tiene como hipétesis que las sCTT
gue se sometieron a EMT originaron a las mCTT con la capacidad de migrar e invadir formado
colonias metastasicas (Moharil et al., 2017; Steinbichler et al., 2018).

Inmunogenicidad

Las CTT se consideran poco inmunogénicas a causa de tres mecanismos principales: pueden
producir moléculas inmunosupresoras que regulan al sistema inmunoldgico; reclutan células que
inhiben al sistema inmunolégico; y generan tolerancia inmunoldgica debido a la pérdida de
expresion de antigenos tumorales, disminuyendo la expresiéon de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC-I1) e inhibiendo la expresion de moléculas coestimuladoras
o de MHC-II en células presentadoras de antigenos (Steinbichler et al., 2018)

Angiogénesis

Durante la formacion del tumor, se altera el equilibrio de la angiogénesis generando nuevos
vasos sanguineos a partir de los preexistentes alrededor de este, lo que impulsa el crecimiento
tumoral (Hida et al., 2016). El rapido crecimiento del tumor da como resultado condiciones
hipéxicas dentro de este, sin embargo, las CTT son capaces de sobrevivir en estas condiciones
ya que liberan factores como el factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1), que a su vez induce la
liberacién de factores proangiogénicos (Dzobo et al.,, 2020). En consecuencia, la hipoxia
promueve el mantenimiento de CTT en varios canceres a través de la regulacién positiva de
programas transcripcionales adaptativos, asi como su capacidad de autorrenovacion, lo que
permite que sobrevivan, desarrollen metastasis e incluso les permite permanecer en lugares

inaccesibles para los medicamentos (Najafi et al., 2019).

3.2. Marcadores de superficie e intracelulares

Las CTT expresan marcadores que varian segun el tipo de tumor o tejido de origen. Se ha
demostrado que algunos de estos marcadores celulares tienen roles funcionales que afectan las
caracteristicas de las CTT. Ademas, algunos de estos pueden regular la interacciéon de las CTT
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con su nicho, por lo que es imperativo identificar y comprender la funciéon de los antigenos

tumorales que expresan (Alvarado et al., 2017).

La mayoria de los marcadores de superficie de CTT descritos actualmente también se expresan

en células troncales embrionarias o adultas normales y una minoria se expresa

considerablemente en células de tejido normal (Kim & Ryu, 2017). De tal manera, resulta de

suma importancia la eleccion de los marcadores adecuados que permitan distinguir una CTT de

una célula sana. Se han descrito alrededor de 50 marcadores de superficie e intracelulares que

permiten la caracterizacion de CTT en diferentes tumores, los cuales han sido recopilados junto

con las funciones relacionadas con la progresiéon tumoral y el mal prondstico que se les han

atribuido al estar sobreexpresadas en las CTT (Tabla 1).

Tabla 1. Marcadores de CTT en diferentes tipos de cancer.

R

S U P E

CD9 Leucemia Adhesién celular y En células (Kim & Ryu,
(MRP-1) linfoblastica aguda quimiorresistencia troncalesyen 2017; H.R.
B muchos tejidos  Sun et al.,
normales 2019)
CD10 Mama, cabeza 'y Progresion tumoral, En células (Kim & Ryu,
(neprisilina) cuello invasion y metastasis troncales 2017; Mishra
embrionarias et al., 2016)
CD13 Higado Tumorigenicidad, En células (Kim & Ryu,
guimiorresistencia, troncales 2017; L. Liu &
autorrenovacion, adultas Borlak, 2021)
invasion y metastasis mesenquimales
CD20 Melanoma Metastasis En linfocitos B (Kim & Ryu,
2017)
CD24 Gastrico, pancreas Interacciones célula- En células (Kim & Ryu,
e higado célula y célula-matriz, troncales 2017;
diferenciacion, embrionarias y Steinbichler
progresion tumoral y linfocitos B et al., 2018)

metastasis
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CD26 Colorrectal y Metastasis, En células
(DPP-4) leucemia tumorigenicidad y troncales y
guimiorresistencia algunas células
normales
(H.R. Sun et
CD29 Mama y colorrectal  Adhesion celular a la En células al., 2019)
(Integrina MEC, troncales y
B1) autorrenovaciéon y ubicuamente en
guimiorresistencia tejido normal
CD34 Leucemiay Adhesion celular En células (Steinbichler
carcinoma de troncales et al., 2018)
células escamosas adultas
hematopoyética
s
CD44 Cabezay cuello, Adhesién, migracion En células (Steinbichler
(subtipos gastrico, celular, proliferacion, troncales et al., 2018;
CD44V1- colorrectal, mama, progresion tumoral, adultas H. R. Sun et
V10) pulmon, colon, metastasis, mesenquimales, al., 2019;
higado, ovario, angiogénesis y hematopoyética Toledo-
glioblastoma, propiedades EMT sy de tejido Guzman et
pancreasy adiposo al., 2018)
préstata
CD49f Pulmén, gastrico, Adhesion celular, En células (Kim & Ryu,
colon, prostata, proliferacion, troncales y 2017; Toledo
mama (CMTN) y supervivencia, cerebro Guzman et
glioma autorrenovaciéon y al., 2018; Ye
crecimiento tumoral etal., 2017)
CD54 Gastrico Adhesion celular En leucocitos, (Kim & Ryu,
(ICAM-1) células 2017)
dendriticas y
células
epiteliales
CD55 (DAF)  Mama, gastrico y Inhibe al En algunas (Kim & Ryu,
pulmén complemento. células linfoides 2017; Saygin
Autorrenovacion y etal., 2017)
quimiorresistencia
CD56 Pulmén Adhesién celular En células (Steinbichler
(NCAM) troncales et al., 2018)
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adultas
mesenquimales

CD66 Cervical Metastasis En células (Mohan et al.,
plasmaticas 2021)
CD90 Cerebro y higado Transduccion de En células (Kim & Ryu,
(THY-1) sefales y adhesién troncales 2017;
celular. embrionarias, Steinbichler
Tumorigenicidad, células Ty et al., 2018)
invasiéon y metastasis neuronas
CD9%6 Leucemia Receptor de células Encélulas Ty (Kim & Ryu,
T. Posiblemente NK 2017)
implicado en
adhesion célula-
matriz
CD105 Rifidn Correceptor de TGF- En células (Steinbichler
(endoglina) B. Angiogénesis, troncales et al., 2018;
metastasis, adultas Zanjani et al.,
autorrenovacién y mesenquimales 2018)
quimiorresistencia
CD106 Ovario Adhesion celular. En algunas (Scalici et al.,
(VCAM-1) Asociado con células 2017)
invasiéon y metastasis normales y
troncales
adultas
mesenguimales
CD114 Neuroblastoma Tumorigenicidad y En células (Karagiannidi
(CSF3R) metastasis troncales setal., 2021,
adultas de la Kim & Ryu,
cresta neural 2017)
CD123 Leucemia mieloide Quimiorresistencia Ubicuamente en  (Steinbichler
(IL-3R) aguda tejido normal et al., 2018;
Yan et al.,
2018)
CD133 Mama, prostata,  Diferenciacion celular, En células (Schmohl &
colon, higado, EMT, proliferacion, troncales Vallera, 2016;
pulmén, ovario, mantenimiento de embrionarias y Steinbichler
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pancreas, cerebro, CTT, invasion y otras células et al., 2018;
colorrectal, metastasis. proliferativas H. R. Sun et
osteosarcoma, al., 2019)
cabezay cuello
CD146 Tumor rabdoide Adhesion celular. En células (Kim & Ryu,
(MCAM) maligno y el Asociado con elevada troncales 2017)
sarcoma primario tumorigenicidad embrionarias,
endoteliales y
ganglionares
CD166 Colorrectal y Interaccién célula- En células (Kim & Ryu,
(ALCAM) pulmon célula / célula-matriz epiteliales y 2017; H. R.
troncales Sun etal.,
adultas de 2019)
intestino y tejido
adiposo.
CD271 Melanoma de Receptor del factor de En células (Kim & Ryu,
cabeza y cuello, crecimiento nervioso. troncales 2017)
carcinoma de Diferenciacion celular adultas
células escamosas y tumorigénesis mesenguimales
de esofago y de la cresta
neural
CD326 Higado, pancreas, Adhesion celular, En células (Steinbichler
(EpCAM) adenocarcinomas, progresion del tumor, epiteliales y et al., 2018;
colon y mama guimiorresistencia,  células troncales H.R. Sun et
invasion, metastasis y embrionarias al., 2019)
desdiferenciacion a
fenotipo de CTT
P-gp Mama, pancreasy  Transportador ABC. En algunos (Gzil et al.,
pulmén Resistencia tejidos y células 2019)
terapéutica troncales
adultas neurales
ABCG2 Pulmén, mama, Transportador ABC. En células (Kim & Ryu,
cerebro y colon Resistencia troncales 2017; Mohan
terapéutica y embrionarias y et al., 2021)
tumorigenicidad adultas
ABCB5 Ocular y melanoma  Transportador ABC. En la mayoria (Kim & Ryu,
guimiorresistencia, de las célulasde 2017; H.R.
progresion tumoraly  tejidos normales Sunetal,,
metastasis. 2019)
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SSEA1 Teratocarcinoma, Progresion tumoral y En células (Davidson et
rifién, pulmon, diferenciacioén celular troncales al., 2020; Kim
ovario y cerebro adultas & Ryu, 2017)
cardiacas
SSEAS3 Teratocarcinoma, Proliferacion celular, En células (Steinbichler
mama y colorrectal tumorigenicidad y troncales et al., 2018)
desdiferenciacion embrionarias y
mesenquimales
SSEA4 Teratocarcinomay Invasion, migracion y En células
mama desdiferenciacion troncales
celular embrionarias,
mesenquimales
y cardiacas
TRA-1-60 Teratocarcinoma, Quimiorresistencia, En células (Kim & Ryu,
mama y prostata tumorigenicidad y troncales 2017)
desdiferenciacion embrionarias
celular
TRA-1-81  Teratocarcinomay Desdiferenciacion En células
mama celular troncales
embrionarias
PODXL-1 Leucemia, mama, Adhesion celular. En células (Kim & Ryu,
pancreas, pulmoén, Regula la EMT, troncales 2017; Lee et
testiculo y colon migracion e invasién  embrionarias y al., 2017)
celular endotelio
vascular
CD117 Ovario Receptor En células
(C-KIT) transmembranal. troncales
Supervivencia y embrionarias
autorrenovacion
CRIPTO-1 Mama, colon y Activa via nodal. En células (Kim & Ryu,
(TDGF1) pulmon Asociado con troncales 2017)
autorrenovacion embrionarias
| CXCR1,2 Mamay pancreas Receptor de En células
guimiocinas. troncales
Inmunosupresion y adultas

clonogenicidad

mesenquimales
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INTRACELULAR

CXCR4 Mama, cerebro, Receptor de En células (Gzil et al.,
pancreas, quimiocinas. troncales 2019; Kim &
leucemia, ovario, = Promueve metastasis adultas Ryu, 2017)
- pulmén, prostata, vy crecimiento tumoral neurales
‘O colon
O
é DLL4 Colorrectal y Ligando de NOTCH. En células (Kim & Ryu,
:EI ovarica Promueve troncales 2017;
IE metastasis, adultas de Mendonca et
@) angiogénesis y el intestino y otras al., 2019)
fenotipo células
desdiferenciado de normales
CTT
LGR5 Intestinal y Adhesién celular. En células (Kim & Ryu,
colorrectal Activa la via Wnt troncales 2017)
adultas de
intestino, rifién,
estbmago y
foliculo piloso
Notchl Mama, préstata, Induce EMT, Ubicuamente en (Alvarez-
(receptor) esofago, progresion tumoral, tejido normal Trotta et al.,
glioblastoma y metastasis y 2021;
astrocitoma mantenimiento de Zhdanovskay
CTT aetal, 2021)
Notch2 Mama, pancreas, Fenotipo EMT, En células (Kim & Ryu,
(receptor) pulmén y higado metastasis y troncales 2017; Mollen
mantenimiento de embrionarias et al., 2018)
CTT
Notch3 Pancreas, mama, Quimiorresistencia,  En varios tejidos  (Kim & Ryu,
(receptor) pulmén, ovario, invasividad y normales y 2017;
glioma, gastrico y metastasis células troncales Zhdanovskay
colorrectal adultas neurales aetal., 2021)
NESTINA Glioblastoma, Diferenciacion celular En células (Bradshaw et
pancreasy y proliferacion progenitoras al., 2016)
prostata neuronales
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ALDH1 Mama, préstata, Regula En células (Dzobo et al.,

pulmon, colorrectal, autorrenovacion, troncales, 2020; Sun et
rifién, cabezay diferenciacion, progenitoras y al., 2019;
cuello, leucemia, resistencia a terapias, otros tejidos Steinbichler

pancreas, eséfago, tumorigenicidad y etal., 2018;

estbmago, hueso, metastasis Vassalli,
piel, boca, ovario 2019)

Aungue no existe un marcador universal de CTT que aplique a todos los tipos de cancer, hay
algunos marcadores que se encuentran expresados con mayor frecuencia en ciertos tipos de
tumores. Por ejemplo, la glicoproteina transmembranal pentaspan CD133 es un marcador
utilizado ampliamente para identificar CTT en diferentes tipos de cancer, principalmente en
tumores soélidos. CD133 promueve la proliferacion celular mediante la via Wnt y su expresion en
tumores esté relacionada negativamente con la supervivencia de los pacientes (Schmohl &
Vallera, 2016). Sin embargo, este se expresa de manera ubicua en células sanas diferenciadas,
por lo que se utiliza junto con otras moléculas dentro de un panel de marcadores para diferenciar
alas CTT de las células sanas (H. R. Sun et al., 2019).

De manera similar, la molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM) se expresa en células
epiteliales normales y se ha usado como un marcador de CTT al expresarse en la mayoria de
los adenocarcinomas. Se ha considerado que tiene un papel en la progresién del tumor y
metéstasis. Ademas, su alta expresidn se asocia con la desdiferenciacion de las células
tumorales a un fenotipo CTT (Kim & Ryu, 2017). Por lo que su recurrencia como marcador de

CTT en diferentes tumores y su papel en estas células lo convierten en una molécula relevante.

CD44 es el receptor del glicosaminoglicano hialuronano (HA), esta es una glicoproteina
transmembranal que se encuentra en varios tejidos y se expresa en el epitelio embrionario
durante el desarrollo. Esta molécula se ha usado como marcador de CTT en varios tipos de
cancer y la interaccidon con su ligando ha demostrado tener un papel en la agresividad y
crecimiento del tumor. Se ha demostrado que CD44 activa Nanog en canceres de mamay ovario
(Bradshaw et al., 2016).

El transductor de sefales CD24 se expresa en gran medida en células troncales embrionarias y
linfocitos B modulando sefiales de crecimiento y diferenciacion para estas células, mientras que
también se ha detectado en varios tumores donde usualmente se correlaciona una baja
expresion con una baja diferenciacion (Steinbichler et al., 2018). Cominmente las células CD24-
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se asocian con fenotipos de CTT en CM, sin embargo, se ha reportado que CD24* también puede
ser marcador de CTT en algunos tumores, como en el cancer gastrico (Toledo-Guzman et al.,
2018).

Los transportadores del casete de union a ATP (ABC) son una familia de 49 proteinas de
membrana que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis quimica y la defensa contra
alteraciones ambientales en varios tejidos normales (Cojoc et al., 2015). Sin embargo, estos
transportadores también participan en la salida de los farmacos de la célula y contribuyen a la
resistencia terapéutica en diferentes canceres ya que suelen estar sobreexpresados en CTT,
ayudando a mantener la concentracién del farmaco dentro de las células por debajo del nivel
toxico. Se ha reportado que las CTT hepaticas con fenotipo CD133*/ CD44* son mas resistentes
a los agentes quimioterapéuticos como consecuencia a una mayor expresion de los
transportadores ABC (ABCB1, ABCC1 y ABCG2) (N. Wang et al., 2018).

Aldehido deshidrogenasa (ALDH) es una familia de enzimas intracelulares que previenen el
estrés oxidativo de la célula. Ademas de expresarse en células normales, usualmente en el
higado, son un marcador funcional de CTT ampliamente usado en diversos tumores (Dzobo et
al., 2020). Se ha descrito que una alta actividad de ALDH enriguece las células con mayores
propiedades similares a las de CTT en neoplasias malignas soélidas y se asocia con radio y
guimiorresistencia (Moharil et al., 2017; Toledo-Guzman et al., 2018). Esta familia de enzimas
participa en el metabolismo de agentes quimioterapéuticos y protege a las células al neutralizar
los efectos téxicos de los mismos y de sus metabolitos, como es el caso de la ciclofosfamida
(Tamayo-Chuc & Garza-Gonzalez, 2015).

3.3. Vias de sefnalizacion

Varias vias de sefalizacion se activan o inhiben de forma anormal en las CTT, estas son
conocidas porgue contribuyen a las propiedades de supervivencia, proliferacion, autorrenovacion
y diferenciacion en células troncales normales (Espinosa-Sanchez et al., 2020). Estas vias de
desarrollo pueden ser reguladas por genes y microARN e inducir la expresiébn de genes
relacionados con factores de crecimiento, citocinas, apoptosis y proliferacién. Por tanto, la
desregulacion de estas vias y la diafonia entre ellas influyen en el mantenimiento, la
supervivencia, la capacidad de iniciar tumores y la promocién de metastasis de las CTT (L. Yang
et al., 2020). Resultando de gran importancia comprender el papel de estas vias y la interaccién
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entre ellas para ayudar al desarrollo de terapias dirigidas a la sefializacion en CTT y asi mejorar
la eficacia de las terapias contra el cancer.

Notch

La actividad desregulada de esta via se ha observado en varios canceres, incluidos leucemia,
glioblastoma, mama, pulmon, pancreas y colon (Espinosa-Sanchez et al., 2020). La sefializacion
de Notch participa en la comunicacion entre células adyacentes a través de la interaccion del
ligando en una célula con el receptor transmembranal en la célula vecina, esto inicia la escision
proteolitica del dominio citopldsmico del receptor primero por una desintegrina vy
metaloproteinasas (ADAM 10 o ADAM 17) y posteriormente por la y-secretasa. Tras el
desprendimiento del dominio intracelular, este se transloca al nlcleo e induce la transcripcion de
genes diana al interactuar con factores nucleares (Saygin et al., 2019). Notch consta de cinco
ligandos: ligando tipo Delta 1 (DLL 1), DLL3, DLL4, Jaggedl y Jagged?2; y cuatro receptores de
notch: Notchl, Notch2, Notch3 y Notch4 (Igbal et al., 2016). La expresién de receptores y
ligandos Notch varia en diferentes tumores, por ejemplo, se ha reportado que la alta expresion
de Notchl y Jagl se asocia con una supervivencia general (SG) deficiente en el CM, lo que
destaca la importancia de esta via de sefializacion en el cancer (Sharma et al., 2021). Se ha
propuesto que esta via puede ser necesaria para mantener el estado indiferenciado de las CTT,
al promover la EMT, y se ha demostrado que promueve la supervivencia celular, la
autorrenovacioén, la metastasis, inhibe la apoptosis y esta asociada con la inmunosupresion
favoreciendo la progresion del cancer (Yang et al., 2020). La sefializacion de Notch activada
puede actuar como un promotor o supresor de tumores en diferentes tejidos, segun el contexto
(Espinosa-Sanchez et al., 2020; Matsui, 2016).

Wnt

La via Wnt incluye 19 ligandos y mas de 15 receptores. La via de sefializacion se puede dividir
en sefalizacibn Wnt candnica: involucra al regulador transcripcional B-catenina, el factor de
transcripcién especifico de células T (TCF) y el factor de union al potenciador linfoide (LEF), que
se ha implicado en la tumorigénesis; y sefializacion Wnt no candnica: una via de sefializacion de
la polaridad celular plana que regula el citoesqueleto y la via de sefalizacion Wnt/calcio, que
participa en la regulacion del calcio intracelular, ambas independientes de B-catenina (L. Yang et
al., 2020). La sefalizacion canodnica activa de Wnt permite la acumulacioén y translocacion de -
catenina al nucleo, donde activa la expresion de los genes diana de Wnt junto con los factores
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de transcripcién TCF-LEF (Saygin et al., 2019). Esta sefializacién participa en el mantenimiento
de las CTT y en la carcinogénesis en varios tumores, incluyendo de intestino, pulmén, mama,
sistema nervioso, piel, tracto urinario y leucemias (Matsui, 2016). Varios estudios han
demostrado que la activacion de Wnt en CTT es importante para la autorrenovacion, la
tumorigénesis, la desdiferenciacion, la inhibicion de la apoptosis, la metastasis, la
quimiorresistencia e induce la transformacion de CTT latentes en activas para promover la

progresion del ciclo celular a través de -catenina (Matsui, 2016; Mohan et al., 2021).

Hedgehog (Hh)

Esta via incluye 3 ligandos Hedgehog secretados (Sonic, Desert e Indian), su receptor analogo
Patched, la proteina transmembrana Smoothened y 3 factores de transcripcion Gli que activan
(Glil o 2) o reprimen la via (Gli3 o 2). El receptor Patched es un inhibidor constitutivo de
Smoothened. En este estado, la transcripcion del gen diana es reprimida por Gli3 y Gli2-R. Al
unirse el ligando a Patched, se deja de inhibir Smoothened, lo que permite que los activadores
transcripcionales Glil y Gli2-A faciliten la transcripcion de genes diana que estan implicados en
la supervivencia, la proliferacion y la angiogénesis (Matsui, 2016). Esta sefializacion involucra
vias candnicas (PTCH1-SMO-GLI) y no candnicas (independientes de SMO). Se ha observado
gue las mutaciones en la via de Hh conducen a la tumorigénesis y la proliferacion de tumores.
(Igbal et al., 2016). El papel de la via Hh en CTT ha sido reportado en varios canceres, incluido
el carcinoma de células basales (BCC), el mieloma multiple, el glioblastoma, la leucemia mieloide
crénica (LMC) y el cancer de colon (Matsui, 2016). La via Hh participa en el mantenimiento de la
troncalidad, la autorrenovacién, la tumorigenicidad y la regeneracion de CTT, por lo que su
activacion desencadena respuestas celulares, como la supervivencia, proliferacion, metastasis y
diferenciacion celular (L. Yang et al., 2020). Se informé que la sefializacion de Hh no canédnica
es un regulador positivo de la sefializacion de Wnt en las CTT de colon (Regan et al., 2017).

NF-kB

El factor nuclear kB (NF-kB) es un factor de transcripcion rapidamente inducible que consta de 5
proteinas que funcionan como dimeros (p65, RelB, c-Rel, NF-kB1 y NF-kB2) y se inactivan en el
citoplasma al estar unidas a proteinas IkB inhibidoras de NF-kB. En la via candnica de
transduccién de sefiales de NF-kB, la activacion se da tras la unién de ligandos, como TNF-a o
IL-1B, a sus respectivos receptores. Posteriormente se reclutan proteinas adaptadoras que
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activan a las IKK que dirigen a las proteinas IkB a su degradacion, lo que libera al NF-kB (dimero
p65/p50) permitiendo su translocacién al nidcleo para activar la transcripcion de genes diana
(Espinosa-Sanchez et al., 2020; Matsui, 2016). Por otra parte, existe una via NF-kB no candnica
gue es activada por diferentes receptores, como RANK y CD40, sefializando mediante la cinasa
NIK que activa a IKKa. En esta via el dimero p100/RelB se procesa en dimero p52/RelB que se
transloca al nucleo y activa la transcripcién (Matsui, 2016). A comparacion de otras vias de
sefializaciéon no se ha establecido que la via NF-kB participe en las funciones de células troncales
normales, esta via es de importancia para las respuestas inmunes e inflamatorias. Sin embargo,
se ha descrito que regula la autorrenovacion de las CTT y tiene un papel en el desarrollo del
cancer mediante su contribucién inflamatoria y al regular genes implicados en la supervivencia,
proliferacién, metastasis y tumorigénesis. Se ha informado la sobreactivacion de la via NF-kB en
tumores y lineas celulares gastrointestinales, genitourinarias, toracicas, de cabeza y cuello, de
mama y en neoplasias hematoldgicas (L. Yang et al., 2020).

JAK/STAT

Esta es una via de transduccién de sefiales que se activa por la unién de diversos ligandos, como
interleucinas, interferones, hormonas y factores de crecimiento, a sus respectivos receptores. Al
unirse el ligando, se promueve la oligomerizacién del receptor y la agregacion de las proteinas
JAK (JAK1-3 y TYK2) para su activacién alrededor del dominio citoplasmico del receptor,
promoviendo la fosforilacion de este dominio y el reclutamiento de la familia STAT (STAT1-4,
STAT5a, STAT5h, STAT6). En este punto las STAT se fosforilan al asociarse con las JAK,
resultando en la dimerizacién y la translocacién al ndcleo para iniciar la transcripcion de los genes
diana (Matsui, 2016). Esta via promueve la supervivencia, la autorrenovacion, la hematopoyesis
y la neurogénesis de las células troncales embrionarias. Adicionalmente, participa en procesos
bioldgicos importantes, como la proliferacion celular, la diferenciacion, la apoptosis y la regulacién
inmunoldégica. Se han encontrado mutaciones en JAK y la activacion aberrante de STAT (STAT3
y STATS entre los mas reportados) en neoplasias hematologicas y canceres de cabezay cuello,
endometrio, mama, colorrectal y glioma. Finalmente, se ha informado el papel de la sefializacion
JAK/STAT en la supervivencia, autorrenovacion y metastasis de CTT. Por ejemplo, la activacion
persistente de STAT3 promueve la supervivencia y el mantenimiento de la troncalidad en CTT
de mama (Yang et al., 2020).

TGF-B
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Los ligandos de la superfamilia de TGF-$ (Proteinas morfogenéticas 6seas [BMP], factores de
crecimiento y diferenciacién [GDF], hormona anti-Mulleriana [AMH], activina, proteinas Nodal y
TGF-B.) se unen a un receptor de tipo Il, que recluta y fosforila a un receptor de tipo I, este a su
vez fosforila a los Smad regulados por el receptor (R-Smad), que se unen a la via comin Smad
(co-Smad). Este complejo formado R-Smad/co-Smad actia como factor de transcripcion
acumulandose en el nucleo para regular la expresion de genes diana. La via de sefalizacion del
TGF-B esta involucrada en muchos procesos celulares asociados con el desarrollo de
organismos y embriones, incluida la proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y homeostasis
(L. Yang et al.,, 2020). Estudios han demostrado que la activacion de la sefializacion de
TGF/SMAD participa en la EMT, la proliferacion, la autorrenovacion en CTT de diferentes
canceres humanos, incluyendo cancer de préstata, pulmén, higado, colorrectal, glioma, mamay
gastrico (Heise & Sommer, 2021; L. Yang et al., 2020). Se ha reportado que SMAD4 tiene un
papel principal en la EMT inducida por TGF-B como factor clave en la obtencion de caracteristicas
de CTT y agresividad tumoral (Rasti et al., 2021).

Fosfatidilinositol 3- cinasa (PI3K)

En respuesta a la union del ligando al receptor tirosina cinasa, PI3K intracelular fosforila el lipido
de membrana PIP2 para convertirlo en PIP3, funcionando como un sitio de acoplamiento para la
proteina cinasa B (PKB o AKT). Esta union permite que la PKB se active mediante varias cinasas,
incluida mTOR vy la proteina cinasa dependiente de ADN, promoviendo la fosforilacibn mediada
por PKB y la activacién o represién de mediadores posteriores. La sefializacion de PI3K participa
en la regulacién de varios procesos celulares, incluidos el crecimiento y la supervivencia en
respuesta a la activacion por factores de crecimiento, integrinas y citocinas, entre otros ligandos
(Matsui, 2016; J. H. Park et al., 2020). Se ha observado la activacion de PKB o inactivacion de
la fosfatasa PTEN (regulador negativo de la via) en tumores sélidos, leucemias y neoplasias
mieloproliferativas. Como ejemplo, se ha reportado que la sefializacion de PTEN desempefia un
papel supresor en el mantenimiento de la troncalidad de CTT de mama (Bahena-Ocampo et al.,
2016). Se ha informado que el eje PI3K/AKT regula al alza la expresion de Sox2 promoviendo la
generacién de CTT colorrectales radiorresistentes (J.-H. Park et al., 2021). Recientemente se
han descrito anomalias de la via PI3K/ AKT en diversos tipos de cancer humano los cuales estan
estrechamente relacionados con tumorigénesis, proliferacion, crecimiento, apoptosis, invasion,
metastasis, EMT, fenotipo tipo CTT, microambiente inmunoldgico y farmacorresistencia de las
células cancerosas (N. Jiang et al., 2020). Como ejemplo de ello, la sefalizacion de PI3K/AKT
en canceres del tracto gastrointestinal regula el crecimiento del tumor facilitando la expresion de
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factores relacionados con la pluripotencia, la capacidad migratoria y la resistencia a la radiacion
(S.-R. Park et al., 2020).

Hippo

El principal objetivo de la via Hippo es YAP y su coactivador transcripcional TAZ. En el nacleo,
YAP | TAZ pueden unirse y regular una familia de factores de transcripcion especificos de
secuencia llamados proteinas de unién al ADN de TEA (TEAD1-4) que modulan genes y regulan
procesos biolégicos involucrados en la proliferacion, supervivencia, la diferenciacion celular y la
homeostasis tisular (Espinosa-Sanchez et al., 2020). Esta via se puede desregular y conducir a
la oncogénesis y, posteriormente, favorecer la metastasis y farmacorresistencia de las células
tumorales (Calses et al., 2019). Se ha demostrado que los efectores de la via Hippo activados
por YAP/TAZ inducen las propiedades de las CTT, incluidas el fenotipo EMT, el desarrollo de
metéstasis, quimiorresistencia y supervivencia tras dafio al ADN, en varios canceres humanos,
incluidos el osteosarcoma, el glioblastoma, de mama y melanoma (Espinosa-Sanchez et al.,
2020).

ERK

Las vias de sefializacion de proteina cinasa activada por mitbgenos (MAPK) son importantes en
la regulacion de la proliferacién, supervivencia y diferenciacion celular normal. La regulacion
aberrante de las vias MAPK favorecen el desarrollo del cancer; en particular, la cinasa regulada
por sefiales extracelulares (ERK). ERK consta de p44 ERK1 y p42 ERK2. MEK1 / 2 activa ERK
a través de la fosforilacién dual de tirosina y treonina. La inhibicion de la via ERK es un
mecanismo eficaz para promover la muerte celular y suprimir la expresion de marcadores de CTT
de CM. Se ha descrito que la sefializacion de ERK activada de forma aberrante tiene un papel
importante en la proliferacion, la supervivencia, la metastasis y la induccion del fenotipo EMT de
las células cancerosas, ademas se ha estudiado su participacion en la resistencia a la
radioterapia y en el mantenimiento de la troncalidad del cancer (Paramanantham et al., 2021).

Adicional al papel que tienen cada una de estas vias de sefializacion existen interacciones entre
estas que permiten la regulacién de las CTT. Por ejemplo, la via de sefalizacién de Wnt/B-
catenina y NF-kB trabajan juntas para promover la supervivencia celular y la proliferacién de CTT.
La sefializacion de IL-6/JAK/STAT3 y TGFB /SMAD inducen la proliferacion y metastasis de las
CTT pulmonares. Ademas, las no-CTT pueden activar las vias NF-kB y JAK/ STAT3 enlas CTT
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para promover la proliferacién y mantener la autorrenovacion en carcinoma hepatocelular. Por
otra parte, las vias Notch e IKK / NF-kB en conjunto pueden regular la proliferacion y metastasis
de las CTT cutaneas. Finalmente, la sefializacion de PI3K / mTOR regula al alza la expresion de
la proteina STAT3 para promover la supervivencia y la proliferacion de las CTT mamarias (L.
Yang et al., 2020). Todas estas vias y las interacciones entre ellas dirigen las respuestas
celulares de las CTT dentro de los tumores.

3.4. Factores de transcripcion de CTT

Las CTT también expresan algunos factores de transcripcion (FT) criticos que tienen un papel
clave en la induccién de pluripotencia y autorrenovacion en las células. Los FT asociados a la
troncalidad, Pou5f1 (también conocido como Oct4), Sox2, Nanog, c-Myc, Klf4 y SALL4, se
expresan tanto en las CTT de diversos tumores como en las células troncales adultas y
embrionarias, pero con distintas funciones mecanicistas entre ellas. La expresion aberrante de
estos FT se asocia con el inicio del tumor, la progresion y la resistencia a la terapia (Mohiuddin
et al., 2020; Villodre et al., 2016). La sobreexpresion de estos FT en las CTT regula vias de
sefalizacién, como Wnt, STAT3 y NF-kB, para promover la tumorigenicidad y la supervivencia
celular en respuesta a los tratamientos del cancer (Cheng et al., 2018; T. Huang et al., 2020).

Pou5fl (Oct4) estad implicado en multiples procesos, incluido el mantenimiento de células
troncales y la embriogénesis, sin embargo, la expresion aberrante del gen POU5SF1 en tejidos
adultos se asocia con tumorigénesis (T. Huang et al., 2020). Este FT suele sobreexpresarse en
CTT de varios tipos de cancer humanos como mama, pancreas, pulmony glioma, y esta asociado
con la resistencia a la terapia, un mal prondéstico clinico y una menor supervivencia (Villodre et
al., 2016). Este factor puede regular la expresion de varios genes, por ejemplo, los relacionados
con la EMT y CXCR4, promoviendo el crecimiento tumoral y la metastasis (Mohiuddin et al.,
2020). Ademas, Oct4 puede ser activado por el factor inducible por hipoxia 2a (HIF-2a) regulando
la autorrenovacion de las CTT y aumentando el potencial maligno de los tumores (H. R. Sun et
al., 2019).

Sox2 participa en el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la troncalidad en células
troncales embrionarias y adultas, mientras que en CTT participa en la regulacion de la
autorrenovacion, el crecimiento tumoral y la respuesta a la terapia. La expresion desregulada de
Sox2 se asocia con proliferacion, la EMT, el desarrollo de CTT, la resistencia a la apoptosis y a
la quimioterapia (T. Huang et al., 2020). En glioblastoma, el silenciamiento de SOX2 se asoci6
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con un aumento de la senescencia celular y una reduccién en sus capacidades de crecimiento
celular, migracién, invasion y tumorigenicidad (Garros-Regulez et al., 2016). Adicionalmente,
Sox2 es capaz de modular la expresion de Oct4 en las CTT (H. R. Sun et al., 2019).

Nanog tiene una participacién fundamental en el desarrollo embrionario y la reprogramacion
celular. Las CTT sobreexpresan este FT en diferentes tipos de cancer incluidos el de higado,
préstata, colorrectal y cerebral, mientras que estd regulado a la baja en tejidos sanos
diferenciados (Najafzadeh et al., 2021). Nanog regula las propiedades fundamentales de las CTT
como la proliferacion celular, el ciclo celular, la autorrenovacion ilimitada, EMT, metastasis,
invasividad, angiogénesis, tumorigenicidad, reprime la apoptosis y conduce a la
farmacorresistencia; con la ayuda de Oct4, Sox2 regula las vias de sefializacion Wnt, Notch,
Hedgehog, TGF-B y otros (Grubelnik et al., 2020; T. Huang et al., 2020).

La familia de protooncogenes MYC (c-Myc, N-Myc y L-Myc) codifican para la sintesis de factores
de transcripcién que se unen al ADN para regular la expresion de mdultiples genes y tienen
funciones importantes en la tumorigénesis y la resistencia terapéutica. c-Myc es la proteina
desregulada con més frecuencia en los tumores y la evidencia sugiere que regula varias
funciones celulares del cancer, incluidas el ciclo celular, la supervivencia, la proliferacion, la
reprogramacién metabdlica (T. Huang et al., 2020; Yoshida, 2018). Se ha demostrado que la
reprogramacién oncogénica y epigenética inducida por c-Myc conduce a la adquisicién de un
fenotipo CTT y como resultado favorece la heterogeneidad intratumoral y contribuye a la
progresion del tumor (Lee et al., 2017; Yoshida, 2018). Ademas, se ha sugerido que c-Myc es
importante para la respuesta de reparacion del ADN (H. R. Sun et al., 2019).

KlIf4 es un factor de transcripcién con dedos de zinc que participa en la regulacion del ciclo celular
y el mantenimiento de la pluripotencia celular (T. Huang et al., 2020). La sobreexpresién de este
factor se ha descrito en varios tipos de cancer entre los que estan mama, glioma, osteosarcoma,
colorrectal, pancreas e higado. En un estudio se demostré que la regulacién reciproca entre Klf4
y la integrina B4 (ITGB4) promovié la autorrenovacion, la migracion y la proliferacién de las CTT
de glioma (Ma et al., 2019). Se ha demostrado que Klf4 mejora la capacidad de formacion de
esferas, la resistencia a los farmacos y el potencial metastasico en las CTT de osteosarcoma
mediante la activacion de la via de sefalizacion de MAPK (Qi et al., 2019). Por otra parte, Klf4
puede inducir un fenotipo similar a CTT en no-CTT de higado mediante la regulacién positiva de
la expresion de las moléculas EpCAM y E-Cadherina (Karagonlar et al., 2020).
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SALL4 es un factor de transcripcion de dedos de zinc que se expresa en las células troncales
embrionarias que se ha descrito que puede regular la expresion de otros factores de
transcripcién, como lo es Nanog. SALL4 se ha reportado en varios tipos de cancer, incluyendo
glioblastomas, pulmonar, mama y hepéatico, teniendo una participacion en la proliferacion celular.
El uso de SALL4 como marcador de CTT ha sido reportado en GBM (Bradshaw et al., 2016).

La complejidad alrededor de las CTT, descrita en este segundo capitulo, se puede resumir en la
Figura 2.
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Figura 2. Representacion de la complejidad de las CTT. Conjunto de marcadores, vias de
sefalizacion y factores de transcripcion que regulan las caracteristicas y procesos asociados a
CTT. (Creado con BioRender).
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3.5. Estrategias de caracterizacion o estudio de CTT

Los marcadores celulares de superficie y funcionales han sido herramientas fundamentales para
identificar fenotipicamente a las CTT vy distinguirlas de otras células tumorales. Dado que no
existe un marcador universal para las CTT, ya que expresan marcadores especificos segun el
tipo de tumor o tejido de origen, resulta de gran importancia usar combinaciones adecuadas de
marcadores de superficie y funcionales para su identificacion. A continuacion, se recopilan el
conjunto de marcadores empleados para identificar CTT segun el tipo de cancer (Tabla 2).

Tabla 2. Conjunto de marcadores empleados para identificacién de CTT tumor especifico.

Tumor Marcadores CTT Referencias

(Dzobo et al., 2020;
Cabezay CD44+, CD133+, Nanog, Oct4, ALDH1+, Najafzadeh et al., 2021;
cuello SSEA1+, Turdo et al., 2019)

(Dzobo et al., 2020;
CD44 +, CD133 +, CD166+, ALDH1A1 +, Lgr5+, Najafzadeh et al., 2021;

Colorrectal CD24 +, CD26+, EpCAM+, Nanog, Turdo et al., 2019)
Esofagico CD44+, Integrina a7 +, ALDH1AL+ (Dzobo etal., 2020)
(Dzobo et al., 2020;
+ + +
Gastrico CD44+, CD24+, CDL33+, Nanog, Octd, Sox2 -\ iatzadeh et al., 2021)

Lar5

(Bradshaw et al., 2016;

CD133+, CD24+, CD44+, BMI-1, CD15, GFAP, Dzobo et al., 2020 Wen et

Glioblastoma - gep 5 4 /11 13Ra2, A2B5+, Nanog, Sox2, SALL4,

multiple STATS3, Nestina, c-Myc, KLF4 al, 2019)
. CD133+, CD44+, A2B5+, Kif4, BCRP1+, (Dzobo etal., 2020; Ma et
Glioma SSEA-1+ al., 2019)
(Karagonlar et al., 2020;
+ + + + +
Higado CD24+, CD44+, CD90+, CD133+, ALDH+, Turdo et al., 2019)

CD13+, EpCAM +, ABCG2+, Klf4, CD49f+
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miblods €D+ CD38-, CD123+, D7+ Octa, (IS
ALDHAL, CLL-1, Nanog J "
aguda
"n‘:feﬁggf CD26+, ALDHA1+, CD25+, CD44+, CD93+, E\'/?;‘]’:: :tt ;‘I"' 22855);
- ILLRAP+, Sox2, Nanog B
cronica
CD24-/low, CD44+, CD133+, ALDHIA1/1A3 +, Ng'\g?zhaa:jneﬁteilélzozzolz;l-
Mama CD49f, Nanog, Oct4, Sox2, EpCAM+, CD20+, J " ’
Ye et al., 2017)
LGR5+
ABCB5+, CD20+, CD133, ALDH+, CD271+, (Kumar et al., 2017)
Melanoma
ABCG2+
Oral de
. CD24-, CD44+, CD133+, ALDH+, Oct4, Nanog, (L. H. Wang et al., 2018)
células
Sox2
escamosas
CD44+, CD117+, CD133+, ALDH1+, CD24-, E\%ﬁss :tt ZI"’ ;g;ff
Ovario CXCR4+, CD105+, CD106+, Oct4, Nanog, Sox2, . v '
Najafzadeh et al., 2021)
KlIf4
CD24+, CD44 +, CD133 +, EpCAM + (Dzobo et al., 2020; Gzil et
Pancreas ALDH3A1+, ABCG2, ABCB1, Nestina, CXCRA4, al., 2019; Mohan et al.,
Oct4, Nanog, Sox2 2021)
CD44+, CD133 +, a2p1+, CD24-, CD49f, ALDH+, (I\'Ajsﬁss stt ZI"’ ;g;gf
Prostata ABCG2+, ABCB1+, ABCC1+, CXCR4, Oct4, ) N '
Najafzadeh et al., 2021)
Sox2, Nanog
Pulmén CD44+, CD133+, ABCG2+, ALDH1+, CD90+,
CD117+, CD87+, Nanog, Oct4, SSEA-1 (Dzobo et al., 2020;
RifGn CD44 +, CD105+, CD133+, CD24-, CD29+, Najafzadeh et al., 2021)
CD90+, CXCR4+, ALDH, Nanog, Oct4, Nestina
CD44+, CD133+, ALDH1+, CD29+, CD117+, (Dzobo et al., 2020)
Sarcoma .
Nestina+, Stro-1+
Testicular CD44+, Nanog, Oct4, Sox2 (Najafzadeh et al., 2021)
(Gao et al., 2021; R.
Utero CD133+, CD49f+, CK-17+, ALDH1+, CD44+, Huang et al., 2016)

BMI1, ABCG2, Nanog, Oct4, Sox2

NEGRITAS: panel de marcadores frecuentemente usados.
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Se ha observado que muchos de estos paneles de marcadores, a pesar de utilizarse para tipos
de cancer con el mismo tejido de origen, pudieran ser Utiles solo para ciertos modelos de estudio
y no para todos. Debido a esto solo puede utilizarse un panel de marcadores para aquellos
modelos de cancer donde se haya validado previamente que el fenotipo molecular distingue
células con caracteristicas de CTT, o en su defecto realizar dicha validacion (Velasco-Velazquez
et al., 2019).

3.5.1. Estrategias experimentales

Los métodos experimentales utilizados para identificar a las CTT incluyen desde su aislamiento
basado en inmunofluorescencia y el uso de sistemas reporteros, hasta el empleo de ensayos
funcionales, incluyendo la formacion de esferas tumorales, la formacion de tumores in vivo y la
clasificacion de poblaciones laterales. Estos métodos no son especificos ni totalmente eficientes
de manera individual por lo que es necesario su uso combinado para obtener una poblacion
celular con un alto contenido de CTT (Figura 3) (Dzobo et al., 2020). Por lo tanto, un estudio
adecuado de CTT debe complementar el uso de diferentes técnicas de identificacion y/o
cuantificacién mas ensayos funcionales de CTT, es decir, las técnicas de analisis de marcadores,
como lo son la inmunofenotipificacion y el uso de sistemas de genes reporteros, deberian
realizarse seguidos de ensayos funcionales con el fin de explorar los cambios funcionales en

esta poblacién celular.

Un método experimental ampliamente utilizado es la cuantificacion de la fraccion de CTT
mediante citometria de flujo usando marcadores de superficie celular de CTT o midiendo la
fluorescencia de la actividad de ALDH. En este caso las células se tifien con anticuerpos
marcados con fluorescencia contra moléculas de superficie especificas lo que permite identificar
a las células que expresan los marcadores de las que no. Para identificar a las CTT basados en
la actividad de ALDH se usa el sustrato BODIPY-aminoacetaldehido (BAAA) que es convertido
en BODIPY-aminoacetato (BAA-) por la ALDH, siendo este un producto fluorescente que puede
ser detectado por citometria de flujo, el cual es el fundamento del producto comercial
ALDEFLUOR® (Velasco-Velazquez et al., 2019). Las células tefidas podrian purificarse o
aislarse usando clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) o clasificacién de
células activadas magnéticamente (MACS) para su posterior uso en los ensayos funcionales,
considerando que deben analizarse en un periodo corto de tiempo para evitar que las CTT
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pierdan su fenotipo y restauren la heterogeneidad del tumor original (L. Liu & Borlak, 2021,
Steinbichler et al., 2018)

Una de las técnicas de estudio prometedoras ha sido el desarrollo de sistemas reporteros que
permiten monitorear en tiempo real ciertos marcadores intracelulares de CTT. Estos sistemas
pueden definir funcionalmente a las CTT con base en su expresién de genes centrales de
pluripotencia (nanog, sox2, oct4) o por la activacion de vias de sefializacion (Via Wnt, Notch, etc)
teniendo como resultado la expresion de alguna molécula reportera (Saygin et al., 2019). Entre
los sistemas de genes reporteros que han sido desarrollados basandose en los promotores de
estos marcadores de CTT estdn NANOG-GFP, SOX2-EGFP, OCT4-EGFP, SORES6 (basado en
OCT4 y SOX2), NOTCH-GFP, hTERT-GFP, s-SHIP-GFP, AFP-EGFP, ABCG2-Luciferasa,
ALDH1A1-DsRed2 (Mohan et al.,, 2021; Saygin et al.,, 2016). Estos sistemas, junto con los
ensayos funcionales in vitro e in vivo, pueden evaluar los cambios en la poblacion de CTT,
incluyendo procesos de diferenciacion celular. Para este fin, deben incluirse ensayos de
viabilidad y confirmar el subtipo celular que se estd monitoreando (Salinas-Jazmin et al., 2021).

Dentro de los ensayos funcionales, el ensayo de xenotrasplante es considerado como el estandar
de oro para la identificacion de CTT ya que evalla su potencial tumorigénico y de autorrenovacion
mediante la formacion de nuevos tumaores en ratones. Este consiste en inyectar CTT en ratones
inmunodeficientes y analizar el crecimiento macroscoépico del tumor (Dzobo et al., 2020; Moharril
et al., 2017; Steinbichler et al., 2018). Los ensayos de formacion de tumores in vivo son
esenciales para afirmar la presencia de CTT, que ademas pueden ser usados para estudiar su
potencial metastasico. La formacién del tumor permite estudiar la frecuencia de las células
troncales cuando se realiza en un formato de trasplante por dilucién limitante (LDT), donde se
utilizan entre cuatro y diez ratones. Adicionalmente, se puede evaluar la preservaciéon del
potencial tumorigénico en un formato de pases seriados de células con el mismo formato de LDT.
Algunas desventajas de este ensayo es que requiere mucho tiempo para evaluar el efecto,
resulta metédicamente complejo y se puede llegar a utilizar una cantidad considerable de
animales (Velasco-Velazquez et al., 2019).

Los ensayos de formacién de colonias y esferas miden el potencial tumorigénico, de
autorrenovacioén y la capacidad metastasica de CTT mediante su capacidad para formar colonias
en agar blando o en esferas flotantes en el medio (Steinbichler et al., 2018). En el segundo caso,
las células se cultivan en medio sin suero que contiene factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento epidérmico y glutamina. Estas condiciones permiten que Unicamente las CTT
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proliferen en esferas densas no-adherentes y permanezcan indiferenciadas, mientras que las no-
CTT solo pueden crecer lentamente y de forma adherente (L. Liu & Borlak, 2021). Este ensayo
permite estimar la fraccién de células con fenotipo troncal dentro de la masa tumoral. En formato
de pasajes seriados de células derivadas de esferas se podrian evaluar cambios en el potencial
de autorrenovacion. Adicionalmente, este también es un método utilizado para el enriquecimiento
de la poblacion de CTT sin necesidad de separarlos fisicamente del resto de células tumorales
para su uso posterior en otros ensayos (Velasco-Velazquez et al., 2019).

Otra forma de identificar funcionalmente a las CTT es el ensayo de exclusion de colorante de la
poblacion lateral (SP). Este se basa en la actividad de las proteinas transportadoras ABC
altamente expresadas en las CTT, ya que al exportar al colorante no permite que se tifian las
células y al analizarlas aparecen en una poblacion lateral sin tefiir (L. Liu & Borlak, 2021). Para
las tinciones puede utilizarse PKH26 y colorantes de Hoechst (bis-benzimidas), estos ultimos son
colorantes azules que tifien el ADN, entre los que estd Hoechst33342. Una limitante de este
ensayo es que algunas no-CTT también expresan ABCG2 y ABCB1 complicando su uso en esos
casos (Steinbichler et al., 2018).

Finalmente, un ensayo de citotoxicidad de quimioterapéuticos puede reforzar la identificacion de
las CTT debido a la resistencia intrinseca que presentan a estos agentes farmacologicos. De tal
forma, numerosos estudios han caracterizado a las poblaciones de CTT como células resistentes
a diferentes terapias convencionales, como ha sido descrito anteriormente en las caracteristicas
generales de CTT. Por otra parte, estos ensayos también se realizan al momento de evaluar si
una nueva molécula o farmaco es eficaz eliminando a esta poblacion.

Estos métodos también resultan Gtiles para evaluar la eficacia de nuevas terapias en la inhibicion
funcional de las CTT. Se han considerado tres ensayos estandares en evaluaciones preclinicas
de farmacos anti-CTT: cuantificacion de la fraccion de CTT mediante inmunofenotipificacion, la
habilidad de formacién de esferas in vitro y la capacidad tumorigénica in vivo. El ensayo de
dilucion limitante in vivo es el estdndar de oro para evaluar los agentes que se dirigen al potencial
tumorigénico de las CTT. Varias investigaciones preclinicas han basado la seleccion de
potenciales farmacos capaces de disminuir la fraccion de CTT mediante la inhibicién de la

formacion de esferas (Velasco-Velazquez et al., 2019).
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Figura 3. Estrategias experimentales para el estudio de las CTT. Técnicas de estudio:

a) Seguimiento mediante sistemas reporteros, ejemplo de SORE6-GFP, b) Fenotipificacion

mediante uso de anticuerpos y fluorocromos para marcadores de superficie o funcionales,
c¢) Aislamiento o purificacion de las CTT marcadas mediante MACS o FACS. Ensayos
funcionales: d) Evaluacion de tumorigénesis y potencial metastasico mediante xenotrasplante

en ratones inmunodeficientes, e) Ensayos de clonogenicidad mediante formacién de colonias y

esferas in vitro, f) Ensayo de poblacion lateral por exclusion de colorante, g) Ensayos de
citotoxicidad para evaluar farmacorresistencia. (Creado con BioRender)
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4. Relevancia de las CTT en cancer

4.1. CTT asociadas a resistencia terapéutica, metastasis o recaidas

La recurrencia del tumor tras la quimioterapia o la terapia dirigida resulta en tumores mas
agresivos con una capacidad metastasica mejorada. Las CTT se consideran las responsables
del inicio, la progresion, la recaida metastasica del tumor, el fracaso de la terapia y resultados
clinicos desfavorables (Sistigu et al., 2020). La evidencia tanto de modelos experimentales como
de estudios clinicos indica un enriquecimiento de CTT en los tumores después del tratamiento
del cancer, evidenciando su participacién en la resistencia a la terapia (Miyoshi et al., 2018; Toh
et al., 2017). Se sabe que las CTT poseen una resistencia intrinseca a la quimio y radioterapia,
por lo que una vez persistiendo al tratamiento son capaces de acelerar el crecimiento tumoral.
Por otro lado, su capacidad de autorrenovacion ilimitada permite que la presencia de una CTT
en el sitio del tumor pueda impulsar la recurrencia y, en un sitio distante, pueda crecer un tumor
metastasico.

Laimportancia de las CTT también ha sido reconocida en pacientes con leucemia mieloide aguda
(LMA) mediante la asociacion entre la presencia de CTT vy el resultado clinico en 92 pacientes.
Un alto porcentaje de CTT al inicio del estudio se correlaciondé con una alta frecuencia de
enfermedad residual minima después del tratamiento, identificando una pequefia cantidad de
células tumorales que permanecen en el cuerpo. La enfermedad residual minima se enriquecié
con CTT, lo que evidencia su papel en las recaidas y la resistencia a la quimioterapia (Dzobo et
al., 2016). En otro estudio de pacientes con LMA se demostr6 que el origen de la recaida era una
subpoblacion celular con un fenotipo de células troncales leucémicas (LSC) que estaban
presentes previo al tratamiento (Shlush et al., 2017). De manera similar, en otro estudio se evaluo
la poblacién de CTT en biopsias tumorales previas al tratamiento y las correspondientes
muestras posteriores a la quimio-radioterapia de 126 pacientes con cancer de recto. La poblacion
de CTT aumentd significativamente después de la terapia y los pacientes con esta fraccion
aumentada tuvieron una supervivencia libre de enfermedad (SSE) y una supervivencia general
(SG) significativamente mas bajas. Por otra parte, se report6 que, tras la recaida del cancer en
la LMA, las CTT se enriquecen aumentando en nimero de 9-90 veces, ademas de presentar una
mayor variabilidad fenotipica y plasticidad metabdlica (Michelozzi et al., 2021). La evidencia
sugiere que las CTT pueden persistir a terapias dirigidas o no dirigidas y responder ya sea
aumentando en cantidad o adoptando un fenotipo mas agresivo, ademas de que las no-CTT se
pueden reprogramar en CTT para mantener la tumorigénesis (Saygin et al., 2019). Ya que las
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CTT pueden causar la recurrencia de los tumores y metastasis deben ser eliminadas para poder
proporcionar una SSE mayor en los pacientes con cancer (Shlush et al., 2017).

4.2. Expresion diferencial de CTT en diferentes tipos de cancer e impacto en el

pronostico de los pacientes

El aumento en la firma de CTT de un tumor indica un peor prondstico que los tumores que
presentan una poblacibn de CTT menor (Najafi et al., 2019). Inicialmente se identifico la
presencia de CTT en canceres hematopoyéticos, sin embargo, actualmente se ha reconocido en
muchos otros tumores soélidos, como lo es en cerebro, colon, mama, piel, prostata, ovario, pulmoén
y pancreas (Dzobo et al., 2020; Igbal et al., 2016). Las CTT se describen como una pequefia
poblacion celular dentro de un tumor que constituyen del 0.1% al 20% dependiendo del tipo de
tumor (Schmohl & Vallera, 2016). Se han reportado porcentajes mas altos de CTT en modelos
de ratdn, leucemias y linfomas, mientras que se presentan porcentajes mas bajos en tumores
sélidos (Toledo et al., 2018). Como ejemplo, se ha encontrado aproximadamente el 1% de CTT
en tumores soélidos, alrededor del 0.1% al 1% en osteosarcoma y aproximadamente del 2% para
el cancer de colon (Najafi et al., 2019; Yu et al., 2016). Sin embargo, tras la progresion del tumor,
esta proporcion puede aumentar hasta un 30% y este aumento se correlaciona con la resistencia
a las terapias, como ya se ha mencionado (Najafi et al., 2019). Ademas, se demostré que los
tumores sélidos de mayor grado o poco diferenciados tienen un mayor contenido de CTT que
sus iguales diferenciados. En un estudio, la fraccién de CTT colorrectal aumenté durante el
desarrollo del tumor como resultado de mutaciones genéticas y condiciones de estrés, lo que
promovié el desarrollo de CTT metastasicas en estadios avanzados (Saygin et al., 2019). Esto
asocia un alto contenido de CTT en el momento del diagnéstico con las caracteristicas clinicas
adversas del cancer.

Un estudio enfocado en correlacionar la presencia de CTT, mediante el uso de marcadores de
superficie y funcionales, con la supervivencia de los pacientes inform6 que el 82% de los analisis
de supervivencia identificados evidenciaron que una alta expresion de estos marcadores de CTT
resultd en una SG y/o una SSE menor en comparacion con una baja o nula expresion del
marcador. Adicionalmente, los niveles elevados de los marcadores se asociaron con una
diferenciacién tumoral disminuida, un estadio TNM (Tamafo-Nddulos-Metastasis) alterado y un
aumento de la metastasis (Lathia et al., 2020). Esto sugiere que las CTT tienen un impacto clinico

en los pacientes y deberia considerarse el uso de terapias dirigidas a CTT.
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Por otra parte, los FT de pluripotencia de CTT estan altamente expresados y correlacionados
con el estadio avanzado de la enfermedad en varios cdnceres en estudios clinicos. Esto se ha
confirmado en varios reportes donde Oct4, Sox2 y Nanog contribuyen a una diferenciacion
patoldgica deficiente, un tamafio tumoral mas grande y un estadio TNM elevado en pacientes
con cancer de mama HER2 *. En el mismo estudio, la expresion de Oct4 y Nanog se asocio con
una peor SG en comparacion con la expresion negativa de los mismos en los pacientes. De igual
forma, los pacientes con los tres marcadores positivos tuvieron un tiempo de SG reducido en
comparacion con los pacientes con dos 0 menos marcadores positivos. Sugiriendo que la
coexpresion de los tres FT tenian un mejor valor predictivo para un peor pronostico (F. Yang et
al., 2018). Esta asociacion entre la alta expresion de estos FT de pluripotencia en tejidos
tumorales y una SG mas corta o peores caracteristicas clinico-patolégicas también se ha
reportado en pacientes con otros tipos de cancer, incluidos colorrectal y gastrico (Basati et al.,
2019; You et al., 2018). Otro estudio report6 que en pacientes con cancer de mama triple negativo
(CMTN), la SG media fue de 32.1 + 19.7 meses en el grupo que coexpresaba Oct4 y Sox2, que
fue menor a la del grupo que expresaba uno o ninguno de los factores con una SG media de
102.6 + 9.5 meses (J.-M. Zhang et al., 2018)

De manera complementaria, se recurri6 a la plataforma Kaplan-Meier Plotter
(https://kmplot.com/analysis/) para analizar la influencia de la expresibn de los FT de

pluripotencia (Nanog, Sox2, Oct4) sobre la SG de pacientes con los tipos de cancer descritos en
la Tabla 3. Encontrando que, en el caso del cancer de recto, la cohorte de alta expresién de Oct4
tenia una SG de 39.5 meses contra 52.2 meses de la cohorte de baja expresion de Oct4; mientras
gue, para el cancer de mama (RH+), la cohorte de alta expresién de Oct4 tenia una SG de 169.2
meses contra 191.2 meses de la cohorte de baja expresion de este (Lanczky & Gydrffy, 2021).
Estos datos en conjunto sugieren que la presencia de CTT, identificada mediante diversos
marcadores en diferentes tumores, influye en el mal prondstico de los pacientes como se

describe en la Tabla 3.

42 -



Tabla 3. Marcadores de CTT en diferentes tumores asociados a prondsticos clinicos en

funcion de la expresidn de factores de transcripciéon de

luripotencia.

Mama Oct4 - Expresion de ALDH1 Oct4* disminuye la SSE ~ (Gwak
(RH+) - Resistencia a tamoxifeno vs Oct4- etal.,
- Alto grado histoldgico (P <0.001) 2017)
- Alto Ki-67
- Alto grado histologico
Sox2 - Alto Ki-67
- Sobreexpresion de p53
Nanog - Metéstasis ganglionar
Mama Nanog* / Oct4* reduce la (F.
(HER2+) Oct4 - Diferenciacion patoldgica SG vs Nanog / Oct4- Yang
deficiente (P <0.001) etal,
Sox2 - Tamafio tumoral mayor 2018)
- Estadio TNM elevado Oct4* / Sox2* / Nanog*
Nanog reduce la SGvs <2 FT*
(P <0.001)
Mama Oct4 - Mayor grado histolégico Oct4* disminuye la SG (J.-M.
(CMTN) - Tamafio tumoral mayor vs. Oct4- (P <0.001) Zhang
- Estadio TNM et al.,
- Estadio N 2018)
Sox2 - Mayor grado histolégico
- Tamafio tumoral mayor
- Expresién de Ki-67
Gastrico Oct4 Oct4*/ Sox2*/ Nanog*  (Basati
- Mayor grado histolégico tiempo de SG reducido et al.,
Sox2 - Tamafio tumoral mayor vs niveles de expresion 2019)
- Estadio TNM elevado bajos
Nanog (P =0.0001)
Recto - Mayor grado patolégico Oct4* tiempo de SG
Oct4 - Tamafio tumoral mayor reducido vs Oct4- (You
- Estadio N (P <0.001) etal.,
2018)
Nanog - Tamafio tumoral mayor Oct4* / Sox2*/ Nanog*
tiempo de SG menor vs <
2 FT* (P <0.001)
Sox2

Supervivencia libre de enfermedad (SSE); supervivencia general (SG), factores de transcripcion (FT).
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4.3. Farmacorresistencia debidaa CTT

Las estrategias convencionales de tratamiento del cancer se dirigen a las células tumorales en
proliferacién sin considerar al TME y la presencia de CTT, las cuales estan en su mayoria
inactivas y poco diferenciadas, por lo que pueden resistir al tratamiento y promover de la recaida
del tumor (Das et al., 2020). Se considera que las CTT tienen una resistencia intrinseca a la
guimio y la radioterapia, sin embargo, también se puede hablar de una resistencia adquirida como
resultado de mutaciones por la exposicion a la terapia. Se ha demostrado que las CTT son
capaces de someterse a una reprogramacion epigenética que puede desencadenar cambios en
multiples vias de sefializacion permitiéndoles adaptarse a diversas condiciones, lo que las hace
dificiles de erradicar en los tumores (Steinbichler et al., 2018). Dada la heterogeneidad genética
existente, diferentes clonas celulares pueden presentar distintos mecanismos de resistencia
terapéutica dentro del mismo tumor. La capacidad de resistir las terapias se atribuye a muchas
propiedades incluyendo la sobreexpresion de transportadores de farmacos ABC, el estado
latente, su plasticidad celular, aumento de la expresion de las enzimas antioxidantes,
mecanismos eficientes de reparacion del ADN, la activacién de las vias de supervivencia y una
mayor adaptacién a condiciones estresantes en el TME como la hipoxia, un pH bajo, escasez de
nutrientes e inflamacién, como se resume en la Figura 4 (Cojoc et al., 2015; Dzobo et al., 2020).
Por tanto, la resistencia intrinseca de las CTT a la terapia contra el cancer, junto con su
adaptacion y plasticidad epigenética, las sefiala como la fuente de las recaidas y la progresion
de la enfermedad.

4.3.1. Mecanismos reportados

Detoxificacion

Las CTT puede escapar de los efectos de los compuestos citotbxicos mediante un aumento de
la salida de los farmacos a través de transportadores de eflujo, que tienen una mayor expresion
en CTT en comparacion con las no-CTT y el tejido sano normal (Begicevic & Falasca, 2017).
Entre los transportadores de la familia ABC sobreexpresados en CTT estan ABCB1 y ABCBS,
gue son asociados con resistencia a doxorrubicina en CM y células de melanoma circulantes,
respectivamente; el ABCG2 esta relacionado con resistencia a cisplatino y 5-fluorouracilo en
células de carcinoma hepatocelular (Dzobo et al., 2020). Estos transportadores tienen un amplio
espectro de sustratos lo que facilita la resistencia a los principales tipos de farmacos
guimioterapéuticos, incluidos taxanos, antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa, asi
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como algunas terapias dirigidas (Cojoc et al., 2015). Ademas de su participacién en la resistencia
a terapias, se ha considerado que estas proteinas pueden tener otras funciones, como se ha
descrito que la sobreexpresién de ABCB5 en CTT puede favorecer la progresion tumoral y la
metastasis (H. R. Sun et al., 2019).

Por otra parte, las CTT presentan una eliminacion eficaz de ROS vy, por tanto, tienen un nivel
mas bajo de ROS generadas por las terapias. Se ha demostrado que la alta expresion de la
enzima ALDH1, que permite la detoxificacion de farmacos y ROS, permite que las CTT resistan
la terapia convencional, incluidos los farmacos ciclofosfamida, cisplatino, paclitaxel, docetaxel,
doxorrubicina y gemcitabina en leucemia, meduloblastoma, adenocarcinoma, cancer de colon y
de mama (Dzobo et al., 2020; Turdo et al., 2019). Adicionalmente, la actividad de ALDH se ha
correlacionado con la activacion de vias de sefializacion que favorecen la supervivencia,
incluidas Notch, PI3K / AKT y MAPK / ERK. Por otro lado, las CTT también reducen el dafio al
ADN debido al estrés oxidativo como consecuencia de la irradiacion mediante el aumento de la
expresion de captadores de ROS como el superédxido dismutasa 2 (SOD), superéxido reductasa,
catalasa, glutatién peroxidasa, glutation reductasa y Apel / Ref-1 (Steinbichler et al., 2018)

Evasion de efectos farmacoldgicos / reparacion y supervivencia

Los CTT sobreviven a las quimio-radioterapias escapando al dafio del ADN mediado por la
terapia mediante varios mecanismos que incluyen la regulacién del estado del ciclo celular
mediante la alteracién de los puntos de control y la mejora de la capacidad de reparacion del
ADN. Ademas de la activacion de procesos de reparacion del ADN, el dafio del ADN induce
mecanismos de puntos de control que incluyen dos vias de sefializacién de cinasas, las vias
ATM-Chk2 y ATR-Chk1, que son activadas por roturas de doble hebra del ADN (DSB) y roturas
de ADN de una sola hebra, respectivamente. La sefializacion del punto de control del dafio del
ADN inhibe la progresion del ciclo celular permitiendo la reparacién del ADN, por lo que la
activacion incontrolada de las cinasas de punto de control puede inducir la resistencia a la terapia
en las CTT, como ha sido reportado que sucede en respuesta al estrés genotdxico inducido por
la radiacién en CTT de glioblastoma, préstata y CM (Cojoc et al., 2015). También pueden
aumentar la expresion de genes de reparacion del ADN, como la O (6)-metilguanina-ADN
metiltransferasa, aumentando la eficiencia del proceso (Das et al., 2020).

Por otra parte, la quimioterapia y la radioterapia son eficaces contra células en proliferacion, sin
embargo, las CTT pueden entrar en un estado latente y asi evadir estos tratamientos
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convencionales (Dzobo et al., 2021). Incluso la quimioterapia puede provocar la formacion de
nichos que inducen la latencia de las CTT. La latencia se caracteriza por una expresion diferente
de citocinas, como una mayor expresion de BMP7, TGF-f2 y VCAM-1, y una disminucién del
indice de proliferacion de Ki-67 (Van der Toom et al., 2016). La autofagia podria permitir que la
CTT latente mantenga la aptitud metabdlica y podria ser un mecanismo de supervivencia durante
la latencia (Steinbichler et al., 2018). Finalmente, la capacidad de reentrada del ciclo celular de
las CTT puede acelerar la regeneraciéon tumoral después del tratamiento (Das et al., 2020). Por
tanto, la autofagia tiene un efecto citoprotector sobre las CTT importante para la resistencia a la
terapia.

Adicionalmente, las vias apoptéticas extrinsecas e intrinsecas estan desreguladas en las CTT, y
estas células juegan un papel importante en la resistencia a la muerte celular, en la quimio y
radiorresistencia y la recurrencia del tumor. Las CTT son capaces de regular la apoptosis con la
disminucion de la expresion de factores proapoptéticos y el aumento de la expresion de proteinas
antiapoptoticas (Hu et al., 2018; Steinbichler et al., 2018). Las CTT dependen de vias de
sefializacién que contribuyen a prevenir su apoptosis, como ocurre en la resistencia adquirida a
docetaxel en cancer de prostata donde las células sobreexpresan moléculas de las vias de
sefalizacién Notch y Sonic Hedgehog, donde la inhibicion de estas vias resulta en la eliminacion
de esta poblacion resistente a través de la regulacién a la baja de Akt y aumento de la expresién
de Bcl-2 (Murayama & Gotoh, 2019). Ademas, los genes que inducen la muerte celular a menudo
estan desregulados en las CTT, como es el caso de una regulacion a la baja o una mutacion de
p53, lo que conduce a una mala regulacion de la muerte celular.

Promocion de la plasticidad

Las agresiones terapéuticas pueden inducir adaptaciones metabdlicas en las células, lo que
resulta en la reduccioén de la eficacia del farmaco. Entre los fenbmenos metabdlicos relacionados
con la quimiorresistencia estan: el aumento de los niveles de fosforilacion oxidativa como
principal fuente de energia en CTT, la adaptacion de las CTT a un nicho de tejido adiposo y
actividades mitocondriales relacionadas con la energia celular y la homeostasis del metabolismo
en CTT con el fin de proporcionar una ventaja en su crecimiento (Skoda et al., 2019; Thankamony
et al., 2020). Se ha descrito que la induccion de la fosforilacion oxidativa permite que las CTT se
vuelvan resistentes a los farmacos de quimioterapia (Das et al., 2020).
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Con respecto a la plasticidad celular, se han investigado varios mecanismos involucrados en el
desarrollo de resistencia. Se ha informado una alta expresidon de marcadores de CTT (CD44 y
Oct %) y del fenotipo EMT (N-cadherina y B-catenina) regulado por la via ERK en células de CM
resistentes a la radioterapia, donde se ha investigado que su regulacion a la baja revierte la radio-
resistencia (Paramanantham et al., 2021). Por otra parte, las células que se someten a EMT
pueden entrar en un estado latente, mecanismo que contribuye a generar resistencia a la terapia
(Murayama & Gotoh, 2019).

Influencia del TME

Se ha demostrado que los factores y células del TME ayudan a las CTT a sobrevivir a la
guimioterapia mediante la activacion de varias vias de supervivencia, como lo es TGF-
(Senthebane et al., 2017). Ademas, la hipoxia, los fibroblastos asociados al cancer (CAF) y los
macréfagos asociados al cancer (TAM) mantienen a las CTT induciendo genes relacionados a la
troncalidad (Dzobo et al., 2021). Se ha informado que la hipoxia mantiene a las CTT en un estado
indiferenciado como resultado de la induccién de un fenotipo EMT y la regulacion al alza de genes
relacionados con la troncalidad, como Notch, mientras que los marcadores diferenciados estan
regulados a la baja. Los HIF son factores que correlacionan la hipoxia y la troncalidad del cancer.
Entre los miembros de la familia HIF, HIF1a activa genes de supervivencia en condiciones de
bajo oxigeno mientras que HIF2a se une al promotor de genes relacionados con la troncalidad
como Poulf5 y Nanog (Murayama & Gotoh, 2019).

Se ha demostrado que diversos factores de crecimiento y citocinas producidos por células del
TME participan en la regulacién de la sensibilidad de las CTT a la radiacién y los farmacos
citotoxicos. Por ejemplo, se ha descrito que la activacion de la via de sefializacion de IL-6, que a
su vez activa las vias STAT3 / NF-kB, en las CTT de CM HER2+ media la resistencia a
trastuzumab. Por otra parte, paclitaxel aumento la sefializacion autocrina de TGF-By la expresion
de IL-8 conduciendo a la expansion de las CTT en lineas celulares de CMTN y tumores de
xenoinjerto (Cojoc et al., 2015). Otro ejemplo es TNF-a que puede promover la sobreexpresion
de las quimiocinas CXCL1 y CXCL2 al activar la via NF-kf3, las cuales median la metastasis y la
guimiorresistencia. La secrecién de CXCL1 / 2 en el TME atrae células mieloides especificas
hacia la masa tumoral, que a su vez producen otras quimiocinas que estimulan la supervivencia
de las células tumorales. Adicionalmente, las citocinas pueden promover los mecanismos de
resistencia ya descritos, tal es el caso de la sobreexpresion del transportador ABCG2 en CTT
como resultado de la activacion de NF-kB tras la estimulacion de TNF-a, asociado con el
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desarrollo de quimiorresistencia (Cruceriu et al., 2020). También se ha descrito que el receptor
TNFR2 en CTT promueve la progresion del CM y su expresion se ha relacionado con resistencia
a doxorrubicina mediante la activacion de AKT (F. Yang et al., 2017).

El nicho también protege a las CTT del tratamiento antineoplasico mediante la induccion de la
latencia. Los nichos de CTT se describen como hipoxicos, acidos y contienen niveles bajos de
glucosa, por lo que este entorno desfavorable induce un estado latente en las CTT. El pH
extracelular bajo en un tumor se asocia con mal prondstico y resistencia a la quimiorradioterapia
(Steinbichler et al., 2018).

La matriz extracelular (MEC) es el componente no celular crucial del TME y regula el
comportamiento celular directa e indirectamente. La remodelacion de la MEC promueve la
farmacorresistencia actuando como una barrera fisica que retrasa la difusion del farmaco. De
igual forma, estos cambios en la elasticidad y rigidez de la MEC pueden provocar la evasion de
la apoptosis por las CTT. Adicionalmente, varias proteinas de la MEC, incluyendo laminina,
colageno, fibronectina y periostina, se han asociado con resistencia a varios agentes
guimioterapéuticos. Se ha considerado que la interaccion de la MEC con las células promueve
la quimiorresistencia mediante la activacion aberrante de las vias de sefializacion de crecimiento
y supervivencia en las CTT (Senthebane et al., 2017). Las vias Wnt/ B-catenina, Notch, Hh, PI3K
/ AKT e Hippo/YAP estan implicadas en la autorrenovacion excesiva y la resistencia a la terapia
en CTT colorrectales. Por ejemplo, la expresion de GLI-1, componente de la sefalizacién de Hh,
aumento en células cancerosas resistentes al 5-fluorouracilo en cancer de (Das et al., 2020). Por
otra parte, se ha demostrado la influencia de la actividad de ERK en la regulacion del fenotipo de
CTT en células pancreaticas resistentes a gemcitabina, en células de CM radio-resistentes, en
células de cancer de pulmén resistentes a cisplatino y células de cancer de ovario resistentes a
docetaxel y carboplatino (Paramanantham et al., 2021).

Otros

Los microRNA (miRNA) desempefian un papel clave en la regulacion de las células cancerosas
con resistencia intrinseca / adquirida a farmacos mediante varios mecanismos. El tratamiento
convencional, como lo es doxorrubicina, cisplatino, 5-fluorouracilo y sorafenib, a largo plazo
puede promover la generacion de miRNAs alterados y provocar el desarrollo de resistencia
adquirida en los pacientes con cancer (Devan et al., 2021; Dzobo et al., 2021). La expresion
alterada de miRNA en las células resulta de modificaciones epigenéticas, alteraciones en la
secuencia de genes, factores de transcripcion desregulados y biogénesis, entre otros. Los
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mMiRNA se dirigen genes de vias de sefializacion, factores de transcripcion, proteinas asociadas
con el ciclo celular, el eflujo de farmacos, la apoptosis, proliferacion celular, autofagia,
desacetilacion de histonas, EMT, entre otros, regulando la sensibilidad de las CTT a las terapias
(Das et al., 2020). Como ejemplo, se ha asociado la expresion aberrante de miR-494, el cual es
regulado epigenéticamente, con el fenotipo de troncalidad y la resistencia a sorafenib en el
carcinoma hepatocelular mediado por la activacion de la via mTOR (Pollutri et al., 2018). De
forma contraria, se ha estudiado la regulacién al alza de miR-124 en CTT de CM para revertir la
resistencia a doxorrubicina al modular las vias de sefializacién STAT3 y HIF-1 (C. Liu et al.,
2019).
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5. Tipos de cancer relevantes para el estudio de CTT

Se recurrio al navegador de gendmica del cancer de la Universidad de California, Santa Cruz
(UCSC) Xena (http://xena.ucsc.edu/) para analizar la supervivencia general de los 33 tipos de
cancer mas prevalentes segun el estudio de TCGA Pan-Cancer (12,839 muestras), el cual tiene
el andlisis de cancer mas completo hasta la fecha. La plataforma Xena muestra los datos clinicos
y genémicos generados por los grupos de trabajo del consorcio Pan-Cancer Atlas. Se utilizé
Xena para recopilar los datos respecto al tiempo de supervivencia general (SG) de los 33 tipos
de cancer y con esta informacién se posicionaron segun su pronéstico, siendo la Leucemia
mieloide aguda la del peor prondstico, como se muestra en la Figura 5 (Goldman et al., 2020).
Adicionalmente, se recurrié a los datos proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para obtener el top 15 de los canceres con mayor mortalidad e incidencia en el mundo y
en México en el 2020 (Ferlay et al., 2020) como se muestra en la Figura 5y 6. Partiendo de esta
informacion, se identificaron algunos tipos de cancer que presentan caracteristicas clinicas
desfavorables y en los cuales se ha estudiado ampliamente la presencia de CTT, lo que los hace

modelos de interés para el desarrollo de los farmacos anti-CTT.
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Figura 5. Estadisticas de los tipos de cancer de interés. A) Gréfico de Supervivencia
General promedio del estudio “TCGA Pan-Cancer" en XENA (https://xenabrowser.net/) segln el

tipo de céancer. Datos de SG representados con z-score. B) Top 15 de incidencia y mortalidad
del cancer en el mundo, obtenido de GLOBOCAN 2020 (https://gco.iarc.fr/today/home). LMA,
Leucemia mieloide aguda; BRCA, Carcinoma invasivo de mama; COAD, Adenocarcinoma de

colon; GBM, Glioblastoma multiforme; KICH, Croméfobo de rifion; LIHC, Carcinoma
hepatocelular; OV, Cistoadenocarcinoma seroso de ovario; PAAD, Adenocarcinoma de
pancreas; READ, Adenocarcinoma de recto; SNC, sistema nervioso central.

Se considerd al carcinoma de células renales croméfobo (KICH) como punto de comparacion
para los tipos de cancer de interés por presentar la mayor SG dentro del estudio seleccionado.
Este tipo de cancer de rifidn es el menos frecuente y presenta un buen pronéstico clinico: se
reporté en un estudio que las tasas de supervivencia libre de recurrencia a 5y 10 afios fueron
del 94.3% vy el 89.2%, donde solo 17 pacientes (5,7%) desarrollaron enfermedad recurrente y 13
de ellos desarrollaron metastasis. Por lo tanto, la recurrencia y la muerte después la extirpacion
guirdrgica de este tipo de tumor resultan poco frecuentes (Neves et al., 2021). Por otra parte, los
limitados estudios sobre la presencia de CTT en este tipo de cancer indican que KICH tiene una
baja expresion de un marcador de CTT renales (CD105) a comparacion de otros 2 subtipos de
carcinoma de células renales mas comunes en donde este marcador se asocia con un
comportamiento mas agresivo, estadios avanzados y una pobre SG (Zanjani et al., 2018).

Dentro de estos tipos de cancer resaltan algunos donde la poblacién de CTT ha sido ampliamente
estudiada, por lo que podrian ser de interés para el desarrollo de farmacos anti-CTT. A
continuacion, se describen los tipos de cancer de acuerdo con el lugar que ocuparon en
mortalidad en México en el 2020, como se muestra en la Figura 6.
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Incidencia y mortalidad de cancer en México
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Figura 6. Top 15 de Incidencia y mortalidad del cancer en México. Datos presentados como
namero estimado de casos en México, ambos sexos y todas las edades, obtenido de
GLOBOCAN 2020 (https://gco.iarc.fr/today/home). SNC: sistema nervioso central. Modificado
con BioRender.

Cancer de mama

A pesar de los avances en la deteccion temprana y el tratamiento del cancer de mama (CM), la
SG es deficiente una vez que se desarrolla la enfermedad metastasica. En 2020, segun el
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) se atribuyeron 90,603 muertes a tumores
malignos, es decir, 8% de mortalidad en la poblacién general (Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), 2022). Dentro de estos, el CM en mujeres mexicanas representa la causa
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mas comun de muerte desde 2006. La edad promedio al diagnéstico en México es de 53 afos y
mayoria de los casos se diagnostican en estadios avanzados (estadios clinicos ll-b a llic) lo que
aumenta la probabilidad de un prondstico desfavorable (Ramos-Herrera et al., 2020). En un
estudio realizado en poblacion mexicana se reportaron los porcentajes de pacientes con los
subtipos moleculares de la siguiente manera: 65.7% fueron subtipo luminal A, 10.9% luminal B
(HER2 positivo), 8.7% solo HER2 positivo y 14.6% triple negativo (Maffuz-Aziz et al., 2017). Se
ha descrito que entre los tipos de CM hay tumores con un alto potencial metastasico que
contienen una mayor proporcibn de CTT que aquellos tumores con un menor potencial
metastasico, siendo las CTT esenciales para la diseminacion de los tumores (Velasco-Velazquez
etal., 2019). De acuerdo con el estudio “TCGA Pan-Cancer” en plataforma XENA el CM presenta
una elevada SG. Sin embargo, el CM ocupd el primer lugar en mortalidad e incidencia en México
en el afio 2020. Finalmente, el CM es el 3er tipo de cancer con mas farmacos aprobados por la
FDA para su tratamiento, contando con un total de 27 farmacos, 14 dirigidos y 13 citotéxicos (J.
Sun etal., 2017). Esta evidencia en conjunto sugiere al CM como un buen modelo para el estudio
de las CTT y como una neoplasia en donde seria relevante el uso de terapias Anti-CTT para

mejorar el pronéstico clinico de los pacientes.

Colorrectal

El cancer colorrectal (COAD) tiene una alta incidencia en todo el mundo. Los pacientes suelen
presentar recaidas del tumor y la aparicibn de metastasis farmacorresistentes, que parecen
atribuirse a la presencia de CTT, como en otros tipos de cancer. El diagnéstico tardio se asocia
a tumores mas agresivos y metastasicos que con frecuencia no responden a los tratamientos por
resistencia intrinseca y adquirida a los medicamentos. La tasa de supervivencia a 5 afios
depende del estadio de la enfermedad en el momento del diagndstico, siendo del 90% para
enfermedad localizada y 14% para cancer que ha realizado metéstasis. Sin embargo, mas de la
mitad de los pacientes tratados sufren recaidas del cancer independientemente del momento del
diagnostico y la mayoria de ellos presenta metastasis pulmonar y hepatica (Andrade et al., 2021).
Segun la OMS, el COAD ocup6 el 2° lugar en mortalidad y el 3° en incidencia en México en el
afio 2020. Por otra parte, es el octavo tipo de cancer con mayor nimero de farmacos aprobados
para su tratamiento, contando con alrededor de 10 (J. Sun et al., 2017). Finalmente, segun el
estudio “TCGA Pan-Cancer” en plataforma XENA, el cancer de recto ocupa el 12° y el de colon
el 16° lugar con la SG mas baja entre todos los tipos de cancer incluidos. Resultando de suma
importancia desarrollar terapias nuevas y mas eficientes para mejorar los resultados clinicos

actuales.
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Higado

El aumento del cancer de higado en México podria estar relacionado principalmente con el
aumento en la prevalencia de hepatitis B y C, cirrosis hepatica por alcohol e higado graso no
asociado a alcoholismo (relacionado con obesidad) y, en el caso de cancer de higado secundario,
podria deberse al aumento de la incidencia de CM y cancer colorrectal. También se ha descrito
gue entre el 70 y el 90% de los canceres primarios de higado (PLC) corresponden a carcinoma
hepatocelular (el cual tiene una media de supervivencia de 6 a 20 meses después del
diagnéstico) y el 20% a colangiocarcinoma a nivel mundial (Sanchez-Barriga, 2021). La
supervivencia de los pacientes se ve afectada por la alta recurrencia y la resistencia a los
medicamentos, principalmente debido a la presencia de CTT de higado. De acuerdo con el
estudio en XENA el cancer de higado presenta una SG reducida, ocupando el 9° lugar de menor
SG entre los tipos de cancer contemplados. Por otra parte, el cancer de higado fue el 4° lugar
con mas casos de muertes y 8° lugar de incidencia en México en el afio 2020. Finalmente, el
cancer de higado ocupa el lugar 28 dentro de los tipos de cancer con mas farmacos aprobados
por la FDA para su tratamiento, contando solo con un farmaco dirigido (J. Sun et al., 2017).

Leucemia

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un cancer hematoldgico caracterizado por la proliferacion
incontrolada de mieloblastos que se acumulan en la médula 6sea y la sangre periférica. Esta
principalmente afecta a la poblacion adulta, siendo de 68 afios la edad promedio de un paciente
en el momento del diagndstico (Michelozzi et al., 2021). El resultado del tratamiento actual es
insatisfactorio y se caracteriza por altas tasas de recaida (hasta del 78%) y una SG deficiente,
especificamente para las personas mayores de 65 afios solo el 30% sobrevive mas de 1 afio
después del diagnéstico (Oliva et al., 2018). La evidencia sugiere un papel crucial de las LSC en
la evolucion y la quimiorresistencia de la LMA. Por otra parte, las leucemias ocuparon el 9° lugar
en incidencia y 7° en mortalidad en México en el afio 2020. Adicionalmente, este es el tipo de
cancer con mas farmacos aprobados por la FDA para su tratamiento, teniendo en total 40
farmacos entre citotoxicos y dirigidos (J. Sun et al., 2017). Finalmente, explorando en la
plataforma XENA en el estudio “TCGA Pan-Cancer” la LMA es el primer tipo de cancer con la SG

mas corta entre todos los tipos de cancer incluidos el estudio.
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Pancreas

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) es el tumor maligno de pancreas mas comun.
Usualmente se tiene un pronostico desalentador en primer lugar porque la mayoria de los PDAC
son irresecables cuando se diagnostican, a la mayoria de los pacientes se les diagnostica una
enfermedad en estadio avanzado, ya sea cancer metastasico (50%) o localmente avanzado
(30%); y en segundo lugar por la falta de una terapia sistémica eficaz, ya que los regimenes
como FOLFIRINOX solo extienden la supervivencia media en los pacientes en estadio IV de 6.8
a 11.1 meses, en comparacion con el tratamiento con gemcitabina (Renz et al., 2017). Estas
caracteristicas desfavorables pueden justificarse por la presencia de CTT, en parte, por la
susceptibilidad baja de PDAC a tratamientos quimioterapéuticos estandar y por el posible
desarrollo de metastasis. Este tipo de cancer presenta una supervivencia media de s6lo 6 meses
y una supervivencia relativa a 5 afios del 8-9% (Siegel et al., 2016). Por lo tanto, se requieren
enfoques novedosos tanto para el tratamiento como para el diagnéstico. De acuerdo con el
estudio “TCGA Pan-Cancer” en la plataforma XENA, el cancer de pancreas presenta una SG
reducida, siendo el 5° lugar con la peor SG entre todos los tipos de cancer incluidos. Por otra
parte, de acuerdo con incidencia y mortalidad ocup6 el 13°y 8° lugar en México en el afio 2020,
respectivamente. Finalmente, este tipo de cancer cuenta solo con 8 farmacos aprobados por la
FDA para su tratamiento (J. Sun et al., 2017).

Ovario

El cancer de ovario (OV) es el tercer tumor ginecolégico mas frecuente a nivel mundial y afecta
principalmente mujeres de edad avanzada (>63 afios). El cancer de ovario seroso de alto grado
(HGSOC) es el subtipo mas comdn y agresivo que representa la mayoria de los casos
avanzados. Aproximadamente el 80% de los pacientes responden al tratamiento de primera
linea, sin embargo, la recidiva del tumor y la resistencia a la quimioterapia ocurren en casi todos
los pacientes dentro de un intervalo libre de progresion de 15 meses después del diagndstico.
Siendo la supervivencia a los 10 afios menor al 30%. Particularmente en este tipo de cancer la
angiogénesis tiene un papel fundamental al promover el crecimiento y la progresion del tumor a
través de la formacién de ascitis y la diseminacién metastasica (Annett et al., 2019). Actualmente,
se reconoce que las CTT presentes pueden dirigir estas caracteristicas clinicas desfavorables
por lo que su eliminacién es una estrategia terapéutica importante. De acuerdo con el estudio
“TCGA Pan-Cancer”, el OV presenta una elevada SG entre todos los tipos de cancer incluidos.
De acuerdo con la mortalidad e incidencia, el OV ocupé el 12° y el 14° lugar, respectivamente,
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en México en el afio 2020. Finalmente, el OV solo cuenta con 1 farmaco dirigido aprobado por la
FDA para su tratamiento (J. Sun et al., 2017).

Glioblastoma

El glioblastoma (GBM) es el tumor cerebral primario maligno mas comdn y agresivo, se
caracteriza por una proliferacion aumentada, invasion del tejido normal circundante,
angiogénesis y resistencia a las terapias convencionales. Por lo que los pacientes con GBM
tienen un pronostico clinico pobre: la tasa de supervivencia media es de solo 12-18 meses
(Vazquez et al., 2021). La presencia de células troncales de glioma (GSC) en GBM se ha
relacionado con resistencia terapéutica y se les considera responsables del inicio y
mantenimiento del crecimiento maligno. Por lo tanto, apuntar a las GSC de neoplasias cerebrales
es fundamental para mejorar las terapias antitumorales (W. Jiang et al., 2016; Shi et al., 2018).
De acuerdo con el estudio “TCGA Pan-Cancer”, el GBM es el tipo de cancer con la segunda SG
mas corta entre todos los tipos de cancer incluidos. Por otra parte, los tipos de cancer cerebrales
ocuparon el 13° lugar en mortalidad en México en el afio 2020, donde se debe destacar que estos
tipos de tumores tienen una baja incidencia, estando en el lugar 17° de 32 tipos de céancer.
Adicionalmente, los tipos de cancer cerebral cuentan con 8 farmacos, entre citotoxicos y dirigidos,
aprobados por la FDA para su tratamiento (J. Sun et al., 2017). Estos datos sugieren la necesidad
de encontrar una estrategia terapéutica eficiente para combatir estos tipos de cancer.
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6. Tratamientos dirigidos contra CTT

Las investigaciones recientes han proporcionado informacion sobre los mecanismos implicados
en la progresion del cancer y han reconocido blancos para desarrollar terapias de préxima
generaciéon contra esta enfermedad. Dado que las caracteristicas intrinsecas de las CTT han
demostrado modular las respuestas clinicas del cancer, se espera que dirigirse a las CTT y/o
modular el microambiente tumoral sea una estrategia prometedora para combinar con los
enfoques existentes contra el cancer (Dzobo et al., 2021). Se han informado una gran cantidad
de potenciales blancos terapéuticos que pueden resultar efectivos en la eliminacién de las CTT
y los resultados experimentales sobre su relevancia en las funciones de las CTT sugieren que
deben ser considerados en los nuevos enfoques del tratamiento del cancer. Entre las estrategias
mas recurrentes estan aquellas dirigidas a marcadores, vias de sefializacién, FT de CTT, asi
como a elementos claves del nicho de CTT, por lo que se han considerado enfoques duales
(Duan et al., 2021).

6.1. Estrategias farmacoldgicas empleadas

Existen diferentes modalidades farmacoldgicas que han sido usadas para el desarrollo de
farmacos anti-CTT: desde nuevas moléculas pequefias en investigacion, incluyendo inhibidores
de blancos moleculares en CTT, hasta métodos mas novedosos, como la inmunoterapia y la
funcionalizacién de nanomateriales para mejorar la entrega y eficacia de los farmacos ya
existentes.

La inmunoterapia es una estrategia de nueva generacion prometedora para combatir el cancer,
asi como para atacar inmunoldgica y especificamente a las CTT. Esto mediante diferentes
enfoques que incluyen anticuerpos monoclonales disefiados para unirse a los antigenos de
superficie de CTT para inhibir su funcion; conjugados de anticuerpo-farmaco, en los cuales el
anticuerpo capaz de unirse al marcador de CTT se conjuga con un farmaco citotdxico
(principalmente terapéuticos ya aprobados) para inducir su muerte de forma selectiva;
anticuerpos biespecificos, los cuales son capaces de reconocer tanto antigenos de CTT como
CD3, promoviendo el acercamiento de las CTT a las células T para facilitar su reconocimiento y
consiguiente eliminacioén. Algunos de estos anticuerpos también pueden dirigirse a células
accesorias para promover la fagocitosis de las células tumorales o citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) (Saygin et al., 2019).
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Dentro de estos enfoques inmunoterapéuticos, también se encuentran las terapias de células
adoptivas (ACT), que contemplan la activacion de células inmunes efectoras del paciente para
destruir a las células tumorales. Esta consiste en cargar antigenos tumorales o citocinas en los
linfocitos aislados del paciente, seguido de su expansion ex vivo y posterior reinfusién al paciente.
Estas terapias incluyen cuatro subtipos: células T receptoras de antigenos quiméricos (CAR-T),
células asesinas inducidas por citocinas (CIK), linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) y células
asesinas naturales (NK) (Galassi et al., 2021). En patrticular, la terapia con células CAR-T se
realiza mediante la introduccién del gen CAR mediada por virus a las células T obtenidas a partir
de las muestras de sangre de los pacientes, seguida de expansion de colonias y reinfusion a los
pacientes. Como tal, estas son células T modificadas genéticamente con un gen adicional para
un receptor que puede reconocer a un antigeno especifico del tumor y contienen un dominio
proteico coestimulador intracelular para la activacién de las células T (como CD3, CD28), sin
requerir MHC e inmunizacion (a diferencia de una vacuna). Este enfoque ha tomado importancia
en los recientes esfuerzos por combatir al cancer debido a su eficacia probada en ensayos
clinicos de linfoma (Devan et al., 2021). Sin embargo, también se han presentado reacciones
adversas en los estudios clinicos, incluyendo toxicidad, por lo que debe ser evaluado el costo —
beneficio de su uso.

La inmunoterapia con vacunas basada en células dendriticas (DC) usa a estas células
presentadoras de antigeno para inducir o0 aumentar respuestas inmunitarias antitumorales. Se
han probado diferentes enfoques en ensayos clinicos que incluyen la carga de DC con péptidos,
proteinas y lisados tumorales, la transfeccion de ARNm, el suministro de ADN y el uso de
vectores virales (Galassi et al.,, 2021). El objetivo de esta estrategia es activar al sistema
inmunoloégico proporciondndole DC que maduraron ex vivo, estando activadas y cargadas con
antigeno tumoral, con la capacidad de inducir respuestas antitumorales de células T. Se ha
reportado que, con el uso de inhibidores de puntos de control inmunitarios para estimular la
respuesta inmunitaria, el papel de la vacunacion con DC se vuelve mas importante porque induce
células T especificas del tumor y dirige la respuesta inmunitaria hacia los antigenos de interés
(Bol et al., 2016). Por otra parte, las vacunas de ADN basadas en antigenos tumorales pueden
dirigirse a proteinas inmunogénicas expresadas en las CTT y asi promover el desarrollo de una
respuesta inmunitaria eficaz para destruir las células tumorales (Devan et al., 2021).

Finalmente, otras estrategias recurren a sistemas de administracion de farmacos que se han
utilizado recientemente en el entorno clinico para mejorar la farmacocinética de los farmacos y
reducir la citotoxicidad fuera del objetivo, como es el uso de la nanotecnologia como una
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herramienta prometedora para la deteccién y eliminacion de CTT. Los nanomateriales,
incluyendo las micelas poliméricas, particulas de oro y liposomas, se pueden cargar con uno o
mMA&s quimioterapéuticos o agentes eficaces contra las CTT. La funcionalizacion de estos sistemas
de administracion de farmacos de nanomateriales con moléculas de unién especificas a CTT es
indispensable para conferir especificidad en la unién y focalizacién de CTT para su eliminacion
mediante esta estrategia (Saygin et al., 2019; Z. Zhang et al., 2022).

6.2. Tratamientos en desarrollo

Las terapias especificas de CTT se han propuesto y se estan evaluado, algunas junto con el
régimen quimioterapéutico tradicional para eliminar tanto a las poblaciones de CTT como al resto
de células tumorales y asi prevenir recaidas posteriores. Con tal objetivo, se recopilaron los
ensayos clinicos que estan en curso para determinar la eficacia de varios tratamientos dirigidos
a las CTT y se clasificaron segun el tipo de blanco molecular al cual estan dirigidos (Tabla 4).
Estos estudios fueron incluidos debido a que contenian informacion explicita de que las terapias
evaluadas eran especificamente contra la poblacién de CTT en los tipos de tumores previamente
descritos en la seccidn 4. Se sigui6 este criterio de inclusion ya que la mayoria de los estudios
gue apuntan a posibles blancos de CTT no indican como se evaluaria su eficacia
especificamente en esta poblacion. Esto se debe principalmente a los objetivos planteados en
estos ensayos clinicos, ya que buscan ver los resultados generales del tratamiento sobre toda la
masa tumoral, reflejado en un aumento en la SG, SLP, entre otros parametros que indican una
mejora en el prondstico de los pacientes con el nuevo tratamiento.
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Tabla 4. Ensayos clinicos en curso de agentes dirigidos a CTT.

Respuestainmune

Vacuna CTT Antigenos Vacuna de DC autélogas Cancer colorrectal, NCT02176746 v" Inmunidad celular (células T (Lin et al., 2020)
de CTT pulsadas con lisado de CTT de pancreas, NCT02074046 citotoxicas) contra CTT
(ALDEFLUOR +) de higado y NCT02089919 (ALDH"a" in vitro
de ovario NCT02178670 v' Unién especifica y lisis de
metastasicos CTT por anticuerpos
(Fase 1/2, 2015) producidos por linfocitos B
de pacientes in vitro
STEMVAC CD105/Yb-  Vacuna basada en plasmidos =~ CM HER2 negativo NCT02157051 v" Respuesta inmune (tipo Thl) (Masoumi et al.,
1/S0X2/ de ADN multiantigeno en estadio 11I-1V (Fase 1, actual) a los antigenos CTT 2021)
CDH3/
MDM2
Vacuna Péptidos de Vacuna de DC a partir de los Glioblastoma NCT02049489 v/ CD133+ en biopsias y cultivo (Desai et al.,
ICT-121 CD133 linfocitos del paciente recidivante (Fase 1, 2017) de neuroesferas 2019)
v" Respuesta inmune (células T
citotoxicas) a los epitopos de
CD133
Vias de sefializacion
MK-0752 y-secretasa Terapia combinada: inhibidor CM avanzado o NCT00645333 v' Expresion de marcadores de (Zhdanovskaya
reversible de la via Notch + metastésico (Fase 1/2, 2010) CTT en biopsias etal., 2021)
Docetaxel + Pedfilgrastim
Terapia con enfoques duales
Células T multi- CLL-1 Terapia combinada: multiples Neoplasias NCT03795779 v' Enfermedad residual por (Masoumi et al.,
CAR células CAR T contra CLL-1 hematoldgicas de (Fase 1, actual) andlisis de citometria de flujo 2021)
CD33 (CTT) y CD33 (masa tumoral) alto riesgo en y estudios moleculares
recaida (LMA,
LMC)
Vacuna MAGE-1, Vacuna de DC aut6logas Glioblastoma NCT02546102 v' Respuesta inmune a (Desai et al.,
ICT-107 HER-2, AIM- pulsadas con epitopos de multiple con terapia (Fase 3, antigenos, la SGy la SLP 2019; Wen et
2, TRP-2, péptidos sintéticos dirigidos a estandar previa suspendido por  v°  Cambio en la expresion de al., 2019)
gp100, antigenos asociados a células recursos) CD133
IL13Ra2 tumoralesy CTT

Células dendriticas (DC), Supervivencia libre de progresion (SLP), supervivencia general (SG), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC)

*|dentificador del ensayo clinico en https://clinicalirials.gov/, fase en la que se encuentra y fecha en la que se complet6 o terminé el ensayo.
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De acuerdo con lo descrito en los detalles de cada ensayo clinico en la base de datos de
ClinicalTrials.gov, se evalla la eficacia de las terapias sobre la poblacion de CTT basandose
principalmente en la medicion de marcadores de CTT en las biopsias de los pacientes o en la
evaluacion de la respuesta inmune desarrollada a las CTT, segun el tipo de terapia. En el caso
de la vacuna de DC autélogas “ICT-121” para pacientes con glioblastoma multiforme que tiene
como objetivo inducir una respuesta de células T citotoxicas a células CD133 positivas, se
considerd evaluar la expresion de antigeno CD133, realizar de un cultivo de neuroesferas con
células CD133+ y evaluar la respuesta inmune generada a epitopos tras la vacunacion de los
pacientes (NCT02049489). Por otra parte, la vacuna multiantigeno (STEMVAC) se dirige a
proteinas inmunogénicas expresadas en las CTT del CM y pueden ayudar al desarrollo de una
respuesta inmunitaria eficaz para destruir las células tumorales. Por lo que, en este estudio
clinico se evalla la respuesta inmune de memoria Thl a los cinco antigenos de CTT a lo largo
del tiempo (NCT02157051). De igual forma, un mismo patrocinador ha llevado a cabo distintos
ensayos clinicos que comparten el objetivo de generar vacunas DC estimuladas con un lisado
de CTT de cancer colorrectal, de pancreas, de higado y de ovario metastasicos (células
ALDEFLUOR +) como estrategia de inmunoterapia activa. Para esta estrategia se recolectaron
muestras de sangre periférica, con la finalidad de purificar los linfocitos T y B del paciente para
la generacion de las DC, y muestras de los tumores para aislar las CTT (fenotipo ALDH"9") de
donde se obtuvo el lisado celular. En estudios preclinicos se demostré que los antigenos de las
CTT enriquecidas eran capaces de inducir una mejor respuesta inmune antitumoral al observar
una inhibicién del crecimiento tumoral en comparacion con el uso de antigenos de las células
tumorales heterogéneas; observando una mayor cantidad de IgG anti-CTT, provocando la lisis
de las CTT por activacion de complemento, y una destruccién eficaz in vitro de CTT por linfocitos
T citotoxicos obtenidos de los animales vacunados (Lin et al., 2020). Tal es el efecto que se
esperaba en estos estudios clinicos, sin embargo, estos no han reportado resultados desde el
2015.

La evidencia preclinica indica que MK-0752, un conocido inhibidor de la y-secretasa y de la via
Notch, puede dirigirse a las células troncales y prevenir la recurrencia del tumor cuando se
combina con docetaxel para reducir la masa tumoral, un quimioterapéutico cominmente utilizado
para tratar el CM (Zhdanovskaya et al., 2021). Por lo que el ensayo clinico recopil6 datos
preliminares sobre la eficacia y seguridad de MK-0752 en combinacion con docetaxel. Ademas,
se evaluaron marcadores de CTT de CM en muestras de las biopsias de algunos pacientes para
ayudar a determinar si las CTT estan siendo destruidas por la combinacion de medicamentos
(NCT00645333). Los resultados del estudio fueron publicados desde el 2013 en donde se
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observé una disminucién tanto en la expresion de los marcadores CD44 + / CD24- , ALDH +,
como en la eficiencia de formacién de mamosfera y el tamafio tumoral después de varios ciclos
de tratamiento (Schott et al., 2013).

En el caso de los estudios clinicos con células CAR-T no se especifican los parametros para
evaluar la eficacia de la terapia en la poblacién de LSC, sin embargo, reconocen que dirigirse a
los antigenos de superficie CLL1 y CD33 de forma conjunta permite apuntar tanto a las LSC
como al resto de la masa tumoral, previniendo las recaidas debido a poblaciones residuales (F.
Liu et al., 2018). Este enfoque dual también se comparte con el estudio de ICT-107, donde
evaluaron una vacuna autéloga de DC pulsada con seis epitopos de péptidos sintéticos dirigidos
a antigenos asociados a CTT de GBM, la cual se basa en inducir una respuesta inmune contra
CTT y el resto de la poblaciéon tumoral. En este estudio principalmente se evalla la respuesta
inmune a los antigenos CTT, la SG y la SLP (NCT02546102) (Desai et al., 2019; Wen et al.,
2019).

6.3. Reposicionamiento de farmacos aprobados por la FDA

Adicional a los nuevos tratamientos en ensayos clinicos, se ha considerado estudiar el uso
extraoficial de tratamientos contra tipos de cancer especificos o el reposicionamiento de otros
farmacos para su uso anti-CTT. Se han centrado esfuerzos en encontrar farmacos ya aprobados,
puesto que permitiria ahorrar tiempo y recursos en su desarrollo. Debido a esto, existe una amplia
cantidad de potenciales farmacos anti-CTT en estudios preclinicos y clinicos donde se han
observado resultados favorecedores o que son prometedores debido a su blanco o mecanismo
de accion relacionado con las CTT. Algunos de estos se han recopilado y encuentran enlistados
en la Tabla 5, siendo clasificados segun el tipo de blanco molecular al cual estén dirigidos. Se
incluyeron aquellos que indican cOmo se evaluaria su eficacia especificamente en la poblacion

de CTT en los mismos tipos de cancer de interés descritos anteriormente.
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Tabla 5. Evaluacion de farmacos aprobados por la FDA para su uso anti-CTT.

Marcadores de CTT

Disulfiram Alcoholismo  ALDH1Al Inhibidor Se asocia con NCT04265274 v' SLP y SG relacionados con (Shibata
+ Cu crénico irreversible de quimio/radiosensibilidad, (Fase 2, actual) presencia de CTC o marcadores de &
ALDH inhibicion de crecimiento, de la CM EMT positivos en sangre periférica Hoque,
+ quimioterapia met4stasis y autorrenovacion, 2019)
generacion de ROS y NCT01777919 v SLP vy SG relacionados con CTT
citotoxicidad en CTT. (Fase 2, 2019) (ALDH1A1+)
GMB
Reparixina Trasplante CXCR1ly Inhibidor de CXCR1 esta sobreexpresado en NCT01861054 v Caracterizacién molecular de CTT (Desai et
de islotes CXCR2 CXCR1y CXCR2 CTTy es activado por la IL-8; su (Fase 2, 2015) (ALDH1+) por ALDEFLUOR vy por al.,
pancreaticos inhibicién potencia el efecto de CM temprano IHC; CD44+ | CD24- por citometria ~ 2019;
guimioterapéuticos, puede de flujo o RT-PCR y por IHC Goldstei
causar apoptosis e inhibir la Marcadores EMT por IHC netal.,
progresion y metastasis. — 2020,
NCT02370238 v' Conteo de CTC en sangre periférica 2021)
(Fase 2, 2019) v'Caracterizacion molecular de CTT
CMTN metastasico en tejido metastasico (CD24-
/CD44+, ALDH+)
v Perfiles de marcadores de EMT
NCT02001974 v Caracterizacion molecular de CTT
(Fase 1, 2015) (fenotipo CD24- / CD44 + | ALDH+)
CM HER2- en tejido tumoral
v' Cuantificacién de CTC
v Perfiles de marcadores de EMT
Vias de sefializacion
Disulfiram Alcoholismo  NF-kB Inhibidor de NF- El disulfiram / cobre se dirige Estudios preclinicos v' Caracterizaciéon molecular de CTT (Cong et
+ Cu cronico kB + quimio / preferiblemente a las CTT de de lineas celulares por citometria: ALDEFLUOR al.,
radioterapia pancreas favoreciendo la PDAC humanas in (ALDH+), CD24+ / CD44+ / 2017)
(Fluorouracilo / quimio/radiosensibilidad vitro y células EpCAM+, CD133+
FOLFIRINOX + mediante NF-kB. PDAC de raton in v" Ensayo clonogénico: formacién y
IR) Vivo colonias y esferas
v" Tumorigenicidad in vivo
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Metformina Diabetes tipo  Complejo | inhibidor de la La metformina tiene un efecto NCT01440127 v' Deteccion de CTT (CD133+) (Desai et
2 mitocondri- cadena supresor de CTT ya sea por el (Fase 1, 2012) al.,
al respiratoria metabolismo de la glutamina, la Cancer colorrectal 2019;
mitocondrial activacion de AMPK o la — B.
inhibicién de vias como PI3K/ NCT01579812 v’ Caracterizacién molecular de CTT Huang et
Akt/ mTOR. (Fase 2, 2017) (fenotipo CD133+/ALDH+) mediante al.,
Cancer de ovario citometria de flujo 2021)
Ruxolitinib Mielofibrosis JAK1ly Inhibidor de Ruxolitinib Inhibe la sefializacion NCT02713386 v'  SLP asociada a presencia de CTT (Saygin
avanzaday JAK?2 cinasas + JAK/STAT. Es un potencial (Fase 1/2, 2021) en tejido tumoral etal.,
policitemia quimioterapia quimiosensibilizante mediante Céncer de ovario 2019)
vera (paclitaxel y inhibicion de ABCBL1.
carboplatino)

Vismodegib Carcinoma SMO Inhibidor de via La via de sefializacion Hh estd ~ Céancer de pancreas v Caracterizacion molecular de CTT (Annett
de células Hh + activada en CTT de diferentes metastasico (fenotipo CD44 + / CD24 +/ &
basales en quimioterapia tipos de cancer. NCT01195415 EpCAM+) mediante FACS Robson,

estadio (gemcitabina 'y (Fase 2, 2013) 2018)
avanzado nab-Paclitaxel)
NCT01088815 v" Numero de CTT en tejido y sangre
(Fase 2, 2017) periférica

Niclosamida Antihelmin- Wnt/ Micelas Niclosamida puede inhibir vias  Estudios preclinicos v* Deteccion de CD44V6+ por (Pindipro

(PM-N:Fab) tico B-catenina poliméricas asociadas a la troncalidad, la in vivo e in vitro en citometria de flujo. lu &

/ c-Myc cargadas y proliferacion y migracion enlas  céncer colorrectaly v Andlisis de gPCR de CD44vé/ Pindiprol
funcionalizadas CTT. en OSCC CD44/ CD44v3/ALDH1A1/ CXCRA4. u, 2019;
con un fragmento v' Ensayos de clonogenicidad Andrade

de anticuerpo v" Migracioén celular et al.,

contra CD44v6 v Citotoxicidad 2021)

Ibrutinib Linfoma de BMX Inhibidor de la Suprime la activacion de STAT3  Estudios preclinicos v° Crecimiento tumoral in vivo (Shi et
células del cinasa BMX mediada por BMX inhibiendo el en GBM v" Inmunotincién de SOX2 al.,
mantoy LLC mantenimiento de CTT, el v' Ensayo de dilucién limitante in vitro ~ 2018)
crecimiento tumoral en GBM y la v" Formacion de tumoresferas

radiorresistencia.
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Bromocriptina Parkinsony  Receptor a Antagonista del La inhibicién de la sefializacién  Estudios preclinicos Ensayos de citotoxicidad selectiva (Castillo
Diabetes dopamina receptor de de la dopamina compromete la en LMA de CTT etal,
mellitus D4 dopamina D4 viabilidad de las CTT. Inmunofenotipicacion por citometria  2016;
Bromocriptina se dirige de flujo (CD34+ / CD38-) Grant et
selectivamente a las CTT en Ensayos de clonogenicidad in vitro al.,
LMA afectando su 2022)
autorrenovacion y favoreciendo
la apoptosis y la diferenciacién
mieloide.
Factores de transcripcion
Napabucasin STAT3 Inhibidor de NCT0227971 Marcadores en histopatologia y (Annett
/ STAT3 o Nanog + STATS3 es relevante para las (Fase 1/2, 2019) ensayos de CTT &
Amcasertib antineopléasico CTT en diferentes tipos de Carcinoma Robson,
Nanog (Sorafenib) cancer. hepatocelular 2018)
Farmaco Napabucasin promueve el avanzado/
huérfano agotamiento de las CTT al metastasico
Napabucasin Para el STAT3 Inhibidor de afec.tar Ia_ for.mac.lon.d.e NCT0275312 Evaluacion de p-STAT3 / B-catenina  (Desai et
(BBI1608) ciancer de STAT3 + esferoides |r.1’vnro, inhibir la (Fase 3, 2021) nuclear positiva en la tincion al.,
pan,cre.as y quimioterapia auForren_ovauon delas CTT e Céncer colorrectal inmunohistoquimica de tejido 2019)
gastrico (FOLFIRI) inducir la muerte celular. metastasico
previamente tratado
TME
Bevacizumab Diferentes VEGF Anticuerpo Las CTT expresan niveles NCT01190345 Deteccion de ALDH1+ por IHC (Sabatier
tipos de monoclonal que elevados de factores (Fase 2, 2012) et al.,
cancer se une e inhibe la proangiogénicos, incluido el CM 2019)
actividad del VEGF, y el bevacizumab puede
VEGF disminuir este efecto
proangiogénico.
Otros
Napabucasin + Farmaco STAT3 Terapia dual: Las CTT pueden evadir el NCT02467361 Histopatologia de biopsias (Turdo et
Ipilimumab huérfano Inhibidor de sistema inmunoldgico al (Fase 1/2, 2021) Ensayos de CTT para informar al.,
/ Nivolumab / para el STAT3 + expresar altos niveles de PD-L1, Cénceres solidos biomarcadores presentes en tejido 2019)
Pembrolizumab cancer de CTLA-4 mADb inhibidores por lo que tratamientos avanzados tumoral
pancreas y de puntos de combinados con inhibidores de
gastrico control puntos de control promoverian
PD-1 inmunoldégico. una respuesta antitumoral

efectiva.
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ALM201 Farmaco CD44, Péptidos basados Tiene funciones anti- Estudios preclinicos v° Ensayos de clonogenicidad por (McClem
huérfano DLL4, en FKBPL metastasicas y anti- en CM (CMTN y mamosferas y formacion de ents et
para cancer Notch4 angiogénicas. En combinacién tumores RE+) colonias al.,
de ovario con tamoxifeno retrasa la resistentes a terapia v Inmunofenotipificacion (CD24- / 2019)
iniciacion de tumores y reduce enddcrina CD44+) por citometria de flujo
la poblacion de CTT v" Tumorigenicidad en dilucién
farmacorresistentes en CM. limitante in vivo.
ALM201 se dirige a CTT de Estudios preclinicos v' Ensayo de tumorigenicidad (Annett
lineas celulares y muestras de en cancer de ovario v' Dilucién limitante in vivo etal,
pacientes de cancer de ovario, avanzado v' Formacion de tumoresferas 2019)
reduce niveles de mRNA de v Cuantificacién de CTT por
SOX2 in vitro y la angiogénesis citometria de flujo (CD44+ /
in vivo. CD117+) y ALDEFLUOR (ALDH+)
Fenformina Diabetes tipo  Complejo Inhibidor del La fenformina inhibe la Estudios preclinicos v° Ensayos de formacién de (W.
Il mitocondri- complejo | de la autorrenovacion y la troncalidad en GBM (células neuroesferas Jiang et
all cadena de de CTT, inhibe el crecimiento trocales de glioma) v° Expresion de mRNA de SOX2, al.,
transporte de tumoral y la angiogénesis, OCT4, CD44 2016)
electrones induce la apoptosis y aumenta v" Crecimiento tumoral in vivo
mitocondriales la supervivencia global en v' Ensayos de citotoxicidad
xenoinjertos derivados de CTT
de glioblastoma.
ATRA/CPT-NP Acné, RARs Nanoparticulas La diferenciacién celular reduce  Estudios preclinicos v° Ensayo de poblacion lateral (Shen et
leucemia co-cargadas con la proporcion de CTT en varios en CM v" Fenotipificacion ALDH+, al.,
promielociti- un inductor de tumores sdlidos sensibilizando CD44+/CD24- 2021)
caaguday diferenciacion el tumor a las terapias v" Ensayo de dilucién limitante in vitro
sarcoma de celular (tretinoina) convencionales. v" Formacion de esferas tumorales
Kaposi. y un v' Expresion proteica de Oct4, Sox2 y
guimioterapéutico Nanog
(Camptotecina) v' Ensayo de citotoxicidad
v" Tumorigenicidad y metastasis in

vivo
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Oxigeno Sindrome de
hiperbarico descompre-
+ Doxil sion,
/Ambraxane infecciones,
intoxicacion
con CO

Hipoxia

Terapia
combinada:
nanomedicina con
terapia de
oxigeno
hiperbarico

Modificar el nicho hipoxico de
CTT puede mejorar la eficacia
de los nanoterapéuticos al
favorecer su acumulacién
tumoral por la remodelacién de
la MEC.

Estudios preclinicos
de CMTN y PDAC

Formacion de esferas

Porcentaje de CTT por citometria
de flujo (CD44+/CD24-, CD133+,
SP)

Citotoxicidad

Metastasis in vivo

(X. Liu et
al.,
2021; Z.
Zhang et
al.,
2022)

Supervivencia libre de progresion (SLP), supervivencia general (SG), inmunohistoquimica (IHC), células tumorales circulantes (CTC), radiacion (IR), Adenocarcinoma ductal pancreatico
(PDAC), carcinoma oral de células escamosas (OSCC) glioblastoma multiple (GBM), leucemia mieloide aguda (LMA), tirosina cinasa no receptora ligada al cromosoma X (BMX); Leucemia
linfocitica crénica (LLC); Receptores a estrégeno (RE), receptores del acido retinoico (RARs); poblacién lateral (SP), matriz extracelular (MEC); *Identificador del ensayo clinico en
https://clinicaltrials.gov/, fase en la que se encuentra y fecha en la que se completd o termind el ensayo.
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El disulfiram esta indicado en el tratamiento del alcoholismo crénico y es un inhibidor de
ALDH1Al, enzima altamente expresada en las CTT de diferentes tumores. La evidencia
experimental ha demostrado que disulfiram se dirige a las CTT mediante diversos mecanismos
incluidos la inhibicion de ALDH, de NFkB y el incremento de ROS intracelular, dando como
resultado la inhibicién del crecimiento de células resistentes a temozolomida y bloqueando su
autorrenovacion en GBM (Karamanakos et al., 2017; Zhong et al., 2022). Como consecuencia,
estudios clinicos evaltan su papel anti-CTT en glioblastoma multiforme donde se propone que la
inhibicion de ALDH1Al haga a las CTT mas sensibles a la radio/quimioterapia estandar y se
evalla la SLP y SG en pacientes ALDH1A1+ (NCT01777919). Por otra parte, se esta estudiando
la eficacia de disulfiram en combinaciéon con cobre y quimioterapia (Vinorelbina + Cisplatino/
Temozolomida) para inhibir la ALDH en CTT (EMT+) en pacientes con CM metastasico o
recurrente mediante la SLP y SG (NCT04265274). Finalmente, disulfiram + cobre también ha
sido estudiado en ensayos preclinicos en combinacion con el tratamiento convencional
[Fluorouracilo (5-FU) / FOLFIRINOX + IR] en PDAC, los resultados sugieren que este farmaco
se dirige preferentemente a las CTT in vitro (ALDH+, CD133+ o CD24+/CD44+/EpCAM+)
favoreciendo la quimio/radiosensibilidad mediante la inhibicién de la via NF-kB y resulta mas
eficaz inhibiendo el crecimiento del tumor in vivo que la terapia convencional (Cong et al., 2017).

Otro de los fAarmacos en estudios para su reposicionamiento es la reparixina, indicado para la
prevencion del rechazo de injertos en trasplante de islotes pancreaticos. Se ha descrito que la
inhibicion de CXCR1 por reparixina previene la fosforilacion de FAK y la sefalizacién posterior,
incluida la fosforilacion de AKT en las CTT (Goldstein et al., 2020). El estudio clinico
NCT01861054 tenia como objetivo evaluar los efectos de la reparixina administrada por via oral
enlas CTT en el tumor primario y el TME en una poblacion de CM temprano para lo cual midieron
el cambio en los marcadores de CTT, definidas como ALDEFLUOR positivo (ALDH-1 +) y /0
CD44 3t | CD24 bd° en muestras del tejido mediante las siguientes técnicas: ALDH-1 por
ALDEFLUOR y por inmunohistoquimica (IHC), CD44 / CD24 por citometria de flujo o RT-PCR y
por IHC, marcadores EMT (Snaill, Twist,1 Notch) por IHC; los marcadores de la via (AKT, FAK,
PTEN y CXCR1) por IHC; marcadores de inflamacion (IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF, VEGF
y FGF-B) y subconjuntos de leucocitos infiltrantes de tumores (CD4, CD8, NK y macréfagos) se
midieron en muestras de sangre periférica; marcadores de angiogénesis (tincion de CD31) por
IHC; marcadores de autofagia por IHC. Esta amplia evaluacién permitiria tener informacion
robusta respecto al efecto de reparixina en CM, especificamente en las CTT y su TME (Goldstein
et al., 2020). De forma similar, un estudio clinico con reparixina en combinacion con paclitaxel en
CM negativo HER2 evalu6 muestras de sangre periférica de los pacientes para el conteo de CTC,
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la caracterizacion molecular de CTT y realizar perfiles de biomarcadores de EMT con el objetivo
de evaluar el efecto de la terapia sobre los marcadores de CTT, el TME y los marcadores de
inflamacién de citocinas (NCT02001974). Por otra parte, en un estudio de Fase Il
(NCT02370238) de paclitaxel en combinacién con reparixina en CMTN evaluaron la respuesta y
/ o progresion tumoral mediante el andlisis de muestras de tejido metastasico para estudiar a las
CTT con fenotipo CD24- /CD44 +/ ALDH + (Goldstein et al., 2021).

La mayoria de los estudios clinicos tienen como objetivo analizar los tumores en busca de CTT
y luego determinar la diferencia entre tratar y no con el farmaco con respecto al cambio que se
presente en las CTT. Tal es el caso del estudio NCT01440127, cuyo propdsito de es determinar
el efecto de la metformina, farmaco empleado para la diabetes tipo Il, en cancer colorrectal
mediante la expresion de CD133 en tumores de pacientes tratados o no tratados. De igual
manera, otro estudio de cancer de ovario (NCT01579812) tenia como objetivo comparar la
cantidad de CTT, fenotipificadas como CD133+/ALDH+ mediante citometria de flujo, en muestras
de tumores primarios en pacientes tratados con metformina neoadyuvante, cirugia citorreductora
y quimioterapia adyuvante contra controles emparejados de su banco de tumores (Brown et al.,
2020). Por otro lado, la fenformina es un farmaco analogo a la metformina, un inhibidor del
complejo | mitocondrial, con una actividad antitumoral elevada que puede deberse a la inhibicion
de las vias NF-kB y STAT3. En estudios preclinicos de glioblastoma la fenformina inhibi6 la
formacion de neuroesferas, indujo la apoptosis de las CTT tanto en modelos in vitro como in vivo,
disminuy6 la expresion de marcadores mesenquimales (YKL40 y fibronectina) y de CTT (SOX2,
OCT4, CD44) y aumentd la expresion de miR-124, miR-137 y let-7, relacionados con la
autorrenovacion de las células. Ademas, demostraron que la fenformina puede inhibir el
crecimiento tumoral y prolongar la supervivencia general de los ratones trasplantados
ortotopicamente con CTT (W. Jiang et al., 2016).

Ruxolitinib es una terapia dirigida que se une a los receptores de tirosinas cinasas e inhibe a las
cinasas Janus asociadas (JAK1 y JAK2), esta también puede inhibir de manera competitiva la
funcién de transporte de ABCB1 y ABCG2 favoreciendo la quimiosensibilizacién (Ebert et al.,
2016). Por lo que se evalu6 en un ensayo clinico la eficacia del ruxolitinib en combinacién con
guimioterapia (carboplatino y paclitaxel) con el objetivo de hacer un analisis de referencia para
ver silos cambios observados en las CTT en el tejido tumoral estan asociados con supervivencia
libre de progresion (NCT02713386) (Saygin et al., 2019).
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En el estudio clinico NCT01195415 se obtuvieron biopsias de tumores antes y después de la
terapia con Vismodegib (GDC-0449) en combinacién con clorhidrato de gemcitabina para evaluar
el efecto de la inhibicidn de la sefializacién de hedgehog en las CTT del cancer de pancreas; se
calcul6 el porcentaje medio de células CD44 + / CD24 + /| EpCAM + de la biopsia con aguja al
inicio del estudio y a las 3 semanas usando FACS, se analiz6 la diferencia entre los dos puntos
temporales. Otro estudio (NCT01088815) evalud la eficacia de la combinacion de vismodegib
con gemcitabina y Nab-paclitaxel en cancer de pancreas segun los cambios en el nimero de
CTT en la biopsia de tejido y en la sangre periférica, adicionalmente se analizé la regulacion
negativa de la via de sefalizacion de Hedgehog medida por Gli-1 y expresién de Patch (Annett
& Robson, 2018).

La niclosamida es un farmaco antihelmintico aprobado por la FDA y la EMA con potencial
actividad anticancerosa contra las CTT y el desarrollo de metéstasis en diferentes tipos de
cancer, incluidos mama, leucemias, melanoma cutaneo y carcinoma oral de células escamosas.
Este farmaco lleva a cabo su actividad mediante la inhibicion de la via Wnt / B-catenina y
moléculas rio abajo como STAT3 y cMyc, siendo una via constitutivamente activa hasta en el
90% de los casos de cancer colorrectal (Pindiprolu & Pindiprolu, 2019; L. H. Wang et al., 2018).
Debido a esto, diversos estudios preclinicos estan enfocados en su uso anti-CTT, como lo es en
el caso del cancer colorrectal para el cual se esta validando un sistema de administracién de
niclosamida basado en micelas poliméricas funcionalizadas con fragmentos de anticuerpos
dirigidos a CD44v6, un marcador de CTT en cancer colorrectal que ademas esta asociado con
la activacion de PI3K-Akt y Wnt / B-catenina al regular la EMT. Las micelas poliméricas
aumentaron la eficacia de la niclosamida y se dirigieron preferentemente a las CTT afectando su
capacidad para formar colonias in vitro; mejoraron la seguridad del farmaco y redujeron las CTC
in vivo. Esto lo convierte en una terapia anti-CTT prometedora ya que potencialmente previene
las recaidas del cancer colorrectal (Andrade et al., 2021).

Dirigirse alas CTT de glioma es una estrategia prometedora para mejorar el tratamiento de GBM,
sin embargo, la similitud entre las CTT y las células progenitoras neurales (NPC) representa un
desafio para desarrollar un tratamiento especifico. Se ha descrito que la tirosina cinasa no
receptora ligada al cromosoma X (BMX) de la médula 6sea se expresa preferentemente en las
CTT, pero no en las NPC. BMX participa en la hiperactivaciéon de STAT3 que se requiere para la
autorrenovacion y el potencial tumorigénico de las CTT. Ibrutinib es un farmaco aprobado por la
FDA para tratar el linfoma de células del manto y la leucemia linfocitica crénica (LLC) que inhibe
a latirosina cinasa de Bruton (BTK), sin embargo, también puede inhibir las actividades de cinasa
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de BMX. Estudios preclinicos plantean que dirigirse a las CTT a través de la inhibicion de BMX
por ibrutinib suprime la activacion de STAT3 afectando el mantenimiento de las CTT, el
crecimiento tumoral y la radiorresistencia de GBM. Los resultados de estos estudios muestran
que ibrutinib en combinacién con radiacion prolonga la supervivencia de los animales sin afectar
a las células sanas del cerebro, que carecen de expresion de BMX y BTK (Shi et al., 2018).

La bromocriptina es un farmaco originalmente indicado para la enfermedad de Parkinson, la
acromegalia, la hiperprolactinemia, la galactorrea y recientemente reposicionado para la diabetes
mellitus. Este fue identificado en un cribado in silico para buscar moléculas pequefas aprobadas
por la FDA gque indujeran la diferenciacion de las células de LMA. Este farmaco se describio
originalmente como un agonista del receptor de dopamina D2 y un antagonista del receptor de
dopamina D4, sin embargo, su mecanismo de accién para cada enfermedad no esta totalmente
claro. El tratamiento con bromocriptina en ensayos preclinicos redujo la poblacion de CTT en
LMA, tanto en muestras pacientes como en lineas celulares, mediante la induccion de apoptosis
y de la diferenciacion mieloide. Ademés, bromocriptina disminuy6 la clonogenicidad y la
capacidad de autorrenovacioén de las CTT sin afectar a las células sanguineas sanas. Se describe
gue el posible mecanismo citotéxico en LMA podria estar mediado por el antagonismo del
receptor de dopamina D4, ya que las CTT dependen de la sefalizacion de dopamina y su
inhibicion compromete su viabilidad (Grant et al., 2022; Lara Castillo et al., 2016)

Las CTT que secretan VEGF pueden estar en nichos proangiogénicos donde la combinacion de
guimioterapia citotoxica con tratamientos antiangiogénicos podria potenciar los efectos
antitumorales. Modelos in vitro han sugerido que las CTT del CM sobreexpresan factores
proangiogénicos, incluido VEGF. Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se
une a VEGF para prevenir la formacion de los vasos sanguineos (Sabatier et al., 2019). Con tal
objetivo, un estudio evalu6 la actividad anticancerigena de bevacizumab preoperatorio en
combinacion con quimioterapia convencional en comparacion con quimioterapia sola en CM; esto
mediante el nimero de CTT presentes en el tumor (identificadas como ALDH1 + por IHC) antes
y después del tratamiento. Este enfoque dual se basa, como la mayoria de los estudios descritos,
en que las células tumorales diferenciadas deberian ser eliminadas con quimioterapia, mientras
gue el bevacizumab eliminaria a las CTT (NCT01190345).

Otro potencial agente anti-CTT es la napabucasin, un inhibidor de STAT3 que ha sido designado
como farmaco huérfano para el tratamiento de pancreas y gastrico por la FDA. En el estudio
NCT02279719 se administra napabucasin / amcasertib en combinacion con sorafenib y se evaltua

-72-



su efectividad mediante una biopsia tumoral para proporcionar informacién de los marcadores
presentes por histopatologia y para la realizacion de ensayos de CTT, asi como para determinar
la concentracién del farmaco de estudio en los tumores (Annett & Robson, 2018). En otro estudio
de fase Ill se evalia el efecto de napabucasin con FOLFIRI (4cido folinico, fluorouracilo y
clorhidrato de irinotecan) sobre la SG de pacientes con cancer colorrectal metastasico
previamente tratados y con los biomarcadores p-STAT3 / B-catenina nuclear positivos en la
tincion IHC de tejido (NCT02753127). Finalmente, un tercer estudio (NCT02467361) busca de
evaluar la actividad de napabucasin administrada a pacientes adultos con canceres solidos
avanzados en combinacion con inhibidores de puntos de control inmunolégico, los cuales actian
sobre las células T al unirse y bloquear la actividad de CTLA-4 o PD-1 (Ipilimumab / Nivolumab /
Pembrolizumab) (Turdo et al.,, 2019). Para evaluar la eficacia se realizaron analisis por
histopatologia y ensayos de CTT para obtener informacién de los marcadores en el tejido tumoral
del paciente sometido a biopsia. Este enfoque se basa en atacar a las CTT y al mismo tiempo
favorecer la respuesta inmune antitumoral al evitar que esta se estimule de forma negativa por
las propias células cancerosas.

ALM201, un péptido basado en la proteina de union a FK506 (FKBPL) con funciones
antiangiogénicas y anti-CTT, fue designado como medicamento huérfano por la FDA para el
cancer de ovario. Este farmaco ha sido evaluado en estudios preclinicos de cancer de ovario
seroso de alto grado (HGSOC), donde los resultados de los experimentos in vitro e in vivo indican
gue esta terapia basada en FKBPL puede dirigirse de forma dual a la angiogénesis y las CTT
(CD44 + /CD117 + y ALDH +) mediante la via CD44/STAT3 y resulta eficaz en los tumores
HGSOC altamente vascularizados con niveles bajos de IL-6 (Annett et al., 2019). De igual forma,
se ha estudiado su efecto anti-CTT en modelos de cancer de mama in vitro, in vivo y ex vivo
utilizando células ER+ MCF-7 y muestras de pacientes con CM metastasico. Se demostré que
ALM201 inhibe las mamoesferas resistentes a tamoxifeno, mientras que en un ensayo de dilucién
limitante in vivo este fue muy eficaz para retrasar la recurrencia del tumor al reducir el nimero de
CTT (CD44 +/CD24 -). El mecanismo de accién potencial, ademas del mediado por CD44,
implica la regulacion a la baja de DLL4 y Notch4 a nivel de proteina y/o ARNm (McClements et
al., 2019).

Las estrategias nanoterapéuticas tienen un gran potencial para favorecer la reutilizacion de
farmacos, por lo que hay varios ensayos preclinicos enfocados en estas. Tal es el caso del
estudio de ATRA/CPT-NP en CMTN, las cuales son nanoparticulas micelares co-cargadas con

tretinoina (ATRA) y camptotecina (CPT) como un farmaco inductor de la diferenciacion de CTT
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y uno citotéxico, respectivamente. En esta estrategia, ATRA se libera primero del nanoportador
en condiciones hipéxicas induciendo la diferenciacién de las CTT mediante el receptor de acido
retinoico, que al presentar un fenotipo no-CTT aumenta su sensibilidad a los agentes
quimioterapéuticos convencionales. Al diferenciarse las CTT, los niveles de ROS aumentan
debido al aumento de la biogénesis mitocondrial, lo que provoca la liberaciéon de CPT vy la
posterior muerte celular. El tratamiento con ATRA/CPT-NP en modelos de ratén con CM,
suprimio el crecimiento tumoral y previno la metastasis y la recaida tras la extraccion quirdrgica
del tumor (Shen et al., 2021). Este tipo de estrategia dual basada en inducir la diferenciacién
celular mediante la liberacion controlada del farmaco en las CTT permite reducir la resistencia
terapéutica intrinseca relacionada con la troncalidad, mejorando asi la respuesta
guimioterapéutica. Por otra parte, se ha probado el uso combinado de nanomedicamentos
comercializados con terapia de oxigeno hiperbarico (HBO), el cual es indicado para diversos
padecimientos no relacionados al cancer, con el fin de potenciar la eficacia antitumoral. Se ha
observado en estudios preclinicos que el HBO mejord la entrega, acumulacion tumoral e
internalizacion celular de Doxil y Ambraxane en tumores ortotépicos de CMTN (4T1) y PDAC
(Panc02) al modificar la composicion de la MEC disminuyendo el contenido de colageno | y
fibronectina, y con esto promover la perfusion sanguinea al tumor. Adicionalmente, la interrupcion
de la hipoxia por HBO promovio la eliminacion de las CTT en tumores solidos ricos en estroma y
evito el desarrollo de metastasis (Liu et al., 2021). Estos enfoques duales basados en el mejorar
la eficacia de la nanomedicina mediante la regulacidn del microambiente tumoral han cobrado
relevancia en los dltimos afios (Kutoka et al., 2022).

-74 -



7. Discusion

El desarrollo de metastasis y resistencia a la quimio y radioterapia siguen siendo un
obsticulo importante en la eficacia del tratamiento del cancer, dando como resultado un
desenlace fatal para los pacientes. Las investigaciones han sefialado a una subpoblacion de
células cancerosas como principales responsables de estas complicaciones, por lo que estas
han sido objeto de estudio en los ultimos afios con el fin de mejorar la eficacia de las estrategias
terapéuticas en el cancer. Las CTT son esta pequefia poblacion tumoral con caracteristicas
distintivas al resto de la masa tumoral que les permiten adaptarse a condiciones adversas para
favorecer la progresion del tumor. A pesar de que las investigaciones recientes se han centrado
en realizar una amplia caracterizacion de estas células para poder entender cémo eliminarlas de
manera eficaz, se siguen presentando complicaciones y una amplia variedad de aspectos a
considerar en su estudio.

Las CTT han sido identificadas como una poblacion minoritaria (~1%) en una amplia variedad de
canceres tanto hematolégicos como sélidos (Najafi et al., 2019; Sharma et al., 2021; Toledo-
Guzman et al., 2018; Yu et al., 2016). En este trabajo se destaco que esta poblacién aumenta en
canceres avanzados y metastasicos en comparacion con el mismo tumor en estadios tempranos
(Najafi et al., 2019; Saygin et al., 2019). Sin embargo, los datos existentes no son claros con
respecto a la proporciéon de CTT presentes en los diferentes tipos de cancer, lo cual seria
relevante conocer para estudiar a esta poblacién en los tipos de cancer en donde sean mas
abundantes y su prondstico clinico, asi como para sugerir si una terapia dirigida a CTT podria
ser til de acuerdo con el porcentaje de CTT en las muestras de los pacientes. La recopilacion
de esta informacién se ha complicado debido a varios aspectos:

B Para poder realizar una correcta caracterizacion se requiere aislar a estas células del resto
de la masa tumoral, sin embargo, esta poblacion celular es diferente dependiendo del tejido
de origen, por lo que se requieren marcadores de CTT especificos para cada tipo de cancer
y, adicional a esto, el estadio del cAncer también cambia el fenotipo y las caracteristicas que
tendran las poblaciones de las CTT aun dentro del mismo tumor (Michelozzi et al., 2021). Si
bien, todas las CTT comparten caracteristicas generales, se ha descrito que su fenotipo
puede variar incluso entre lineas celulares del mismo tipo de cancer, debido a la plasticidad
celular que presentan, lo que ha complicado su estudio pues se requiere primero identificar
el fenotipo de las CTT de interés y un modelo de estudio adecuado para las mismas.
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II) El proceso de una seleccién adecuada de los marcadores de las CTT de interés resulta ain
mas complejo dado que la mayoria de estos se comparten con células sanas, incluyendo los
tipos de células troncales, lo que podria afectar la especificidad de la identificacion, como se
hace notar en la Tabla 1. Marcadores de CTT en diferentes tipos de cancer. Por otra parte,
esto también representa un obstaculo en el desarrollo de terapias dirigidas a CTT, ya que
podrian ser contraproducentes al atacar a células sanas. Tal es el caso de las leucemias, que
dado su origen comparten marcadores con células sanguineas sanas, y los canceres
cerebrales, donde adicional a la eficacia terapéutica anti-CTT se debe evaluar la afectacion
a las células sanas y con esto determinar si es un farmaco adecuado para su uso.

lIl) En el estudio de las CTT se requieren metodologias experimentales eficientes para poder
realizar su identificacion, aislamiento y funcion. Las metodologias usadas de forma
convencional no permiten el estudio espacial y dindmico de las CTT en su nicho, ademas,
deben ser cuidadosamente seleccionadas para recuperar de forma eficiente a esta pequefia
proporcion de la poblacién cancerosa. En este sentido, los sistemas reporteros han cobrado
importancia cuando se considera usar marcadores intracelulares y FT para la identificacion
de las CTT, dado que las tinciones matan a las células imposibilitando su seguimiento
posterior a su identificacion. Estos sistemas han representado una herramienta experimental
ampliamente utilizada en los ultimos afios ya que permiten estudiar a las células en tiempo
real sin comprometer su viabilidad, ademas de que el seguimiento de las CTT no se ve
afectado por la variabilidad en la expresién de marcadores de superficie que conlleva su alta
plasticidad celular. Los esfuerzos actuales se centran en establecer un sistema de deteccion
gue permita la cuantificacion directa de CTT capaz de evadir las complicaciones actuales,
como lo es la necesidad de un enriquecimiento de la poblacion y estudiarlas fuera de la
influencia del TME, garantizando la identificacion eficaz de las CTT. Tal es el caso de la
metodologia implementada por Sharma y colaboradores (2021) donde hacen uso del sistema
reportero SOREG6 junto con microscopia multifoténica mediante imagenes intravitales en
animales vivos, lo que les permitid estudiar las caracteristicas espaciales y propiedades
dindmicas de las CTT de mama en su nicho en tiempo real (Sharma et al., 2021). Estos
avances experimentales en el estudio in vivo de las CTT también resultan importantes para
la identificacién de nuevos objetivos y potenciales farmacos anti-CTT.

La investigacion sobre las CTT ha contribuido a su caracterizacion genética y fenotipica,
mostrando que la naturaleza peculiar de las CTT, que incluye propiedades de autorrenovacion,
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pluripotencia y resistencia a la terapia, favorece la resistencia intrinseca a los tratamientos

antitumorales convencionales y las hace capaces de escapar de la respuesta inmune, dictando

la necesidad de generar nuevas intervenciones terapéuticas dirigidas a erradicar a esta poblacion

(Turdo et al., 2019). En este sentido, existen tres rutas a seguir:

I) Buscar estrategias que evadan los mecanismos de resistencia terapéutica intrinseca ya
conocidos de las CTT mediante la inhibicion de las vias y/o moléculas responsables.

II) Generar terapias que prevengan el desarrollo de resistencia, en el entendido de que muchas
terapias convencionales inducen la generacion de células con fenotipos de CTT. Esto
mediante estrategias que sugieren “quitar’ el estado de latencia celular y favorecer la
diferenciacién celular para eliminar a las CTT.

lIl) Desarrollar nuevas estrategias que reviertan la farmacorresistencia adquirida, las cuales
serian Utiles como tratamiento de segunda linea tras comprobarse la existencia de resistencia
a la terapia en pacientes cuyas opciones de tratamiento resultan escasas en ese punto.

Estas rutas resultan complejas puesto que se debe considerar el papel de la plasticidad celular
en la eficacia de las terapias. Por lo que los enfoques terapéuticos duales cobran relevancia en
este sentido: por una parte, los tratamientos convencionales son capaces de eliminar a gran parte
de la masa tumoral, principalmente a las no-CTT, y debido a esto el esquema terapéutico se
debe completar con agentes que permitan erradicar a las CTT, que usualmente resisten y
adquieren un fenotipo mas agresivo tras la terapia. Sin embargo, también es indispensable
considerar el papel del microambiente tumoral tras los efectos de la terapia puesto que se ha
descrito su influencia en la reprogramacion de las células cancerosas a un fenotipo EMT
(Senthebane et al., 2017). Esto conlleva a que las células no-CTT puedan adquirir fenotipos de
CTT que les permitan resistir a la terapia o se favorezca el mantenimiento y/o adquisicién de un
fenotipo més agresivo de la poblacion de CTT existente, en ambas situaciones se favoreceria la
recurrencia del cancer y el desarrollo de metastasis. Debido a esto, la mayoria de las propuestas
de las nuevas estrategias se centran en dirigirse a las moléculas y vias responsables del
mantenimiento y supervivencia de las CTT, muchas de las cuales se comparten entre las que
favorecen la resistencia intrinseca de las CTT y las que estimula el TME en el resto de las células
cancerosas, en combinacion con farmacos dirigidos a la masa tumoral general, lo cual podria ser
una estrategia prometedora para mejorar los estudios clinicos futuros y los resultados de los
pacientes.

Actualmente, en el proceso de identificacion de nuevas estrategias dirigidas a CTT,
muchos de los farmacos candidatos sélo han presentado los efectos anti-CTT en modelos in
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vitro, por lo que aln se necesitan investigaciones para validar estos resultados in vivo y poder
continuar con los ensayos clinicos para la evaluacion de las tasas de supervivencia y el costo-
beneficio de su uso en pacientes con cancer. Pese a los grandes esfuerzos realizados
actualmente, so6lo se han identificado un ndmero limitado de estrategias de terapéuticas para
atacar especificamente a las CTT. Aunque la mayoria de los reportes han considerado cientos
de estudios clinicos en curso como terapias anti-CTT, es importante hacer notar que muchos de
estos no son especificos de CTT. Si bien, estos enfoques tienen como dianas terapéuticas
moléculas o vias de sefalizacién que son relevantes para las caracteristicas funcionales de las
CTT, los estudios clinicos no describen detalladamente como evaluaran la eficacia del
tratamiento sobre esta poblacién. Una de las razones de esto es la fase temprana en la que se
encuentra el estudio clinico, por lo que se enfoca en evaluar la seguridad del tratamiento,
incluyendo las reacciones secundarias o toxicidad que pueda presentarse, y la eficacia
terapéutica la reportan basada en aspectos generales que indiquen la detencién de la progresion
de la enfermedad, como aquellos que se basan en la SG o SLP de los pacientes.

Otra de las razones es que algunos estudios clinicos basados en estrategias terapéuticas que
inhiban a los marcadores de superficie que expresa el tumor (que también son marcadores de
CTT) se enfocan en la evaluacion de la eficacia contra la masa tumoral en su totalidad. En este
caso, el hecho de que no evalien de manera especifica el efecto de la terapia en una poblacién
particular se debe principalmente a que las CTT pueden compartir la expresion de los
marcadores con otras células cancerosas, en donde la diferencia radica en la cantidad en la que
lo expresan. Tal es el caso de los estudios basados en cancer de cerebro, donde se considera
al tumor positivo a ciertos marcadores de superficie como lo son CD133 + o EpCAM +, sin
considerar a las subpoblaciones celulares que tienen un alta o baja expresion del marcador
(Bradshaw et al., 2016; Desai et al., 2019). En la mayoria de estos casos se trata de tumores en
estadios avanzados, metastasicos, resistentes a terapias y recidivas, donde se puede intuir que
existe una poblacion enriquecida de CTT. Sin embargo, para poder ser claros con respecto a una
terapia especifica contra las CTT se requiere precisar el fenotipo que esta siendo monitoreado
para evaluar la eficacia de la estrategia. Debido a esto, muchos de los estudios clinicos en curso
no han sido considerados en este trabajo enfocado en las CTT. Aunque se debe mencionar que
varios de estos, principalmente estrategias de inmunoterapia y de optimizacién de compuestos
antitumorales mediante nanotecnologia, tendrian un alto potencial para mejorar el tratamiento

del cancer.
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Como se ha mencionado anteriormente, la inmunoterapia es una de las estrategias mas
empleadas, como lo es el caso de las vacunas con DC. La vacuna ICT-107, la cual era evaluada
en un estudio de Fase 3 en pacientes con glioblastoma mudltiple, seguia una estrategia
prometedora para eliminar al tumor en su totalidad y evitar la recurrencia al basarse en DC
autologas pulsadas con antigenos asociados tanto a CTT como al resto de células tumorales.
Cabe mencionar que este estudio mostraba resultados alentadores desde la primera fase clinica
ya que se obtuvo una SG media de 38.4 meses, sin embargo, la fase 3 del estudio clinico fue
suspendido por falta de recursos (Desai et al., 2019; Wen et al., 2019). Esta estrategia también
es seguida en la vacuna ICT-121 evaluada en el ensayo clinico de fase 1 NCT02049489 para
glioma recidivante CD133+. El uso de vacunas de DC parece ser una estrategia ideal para el
tratamiento de cancer basado en antigenos especificos de CTT con el objetivo de mejorar la
respuesta inmunolégica antitumoral, la cual muchas veces se ve suprimida por las células

cancerosas.

Una de las intervenciones terapéuticas en desarrollo mas innovadoras es la inmunoterapia
basada en células CAR-T ya que pueden dirigirse a cualquier molécula en una célula,
independientemente de los MHC, e incluso a mas de un antigeno presente en la misma o en
diferentes células en un formato biespecifico, siendo una herramienta atractiva particularmente
para las neoplasias malignas hematolégicas. Tal es el caso de las células T multi-CAR que estan
siendo evaluadas en el estudio clinico de fase 1 (NCT03795779) para neoplasias hematoldgicas
con alto riesgo de recaida, la cual resulta una estrategia dual prometedora para eliminar al cancer
en su totalidad al dirigir células CAR-T contra un antigeno de CTT (CLL-1) y otras contra un
antigeno del resto de la masa tumoral (CD33) (Masoumi et al., 2021). Desafortunadamente, la
mayoria de los ensayos clinicos que utilizan células CAR-T dirigidas contra marcadores de
superficie de las CTT han presentado obstaculos, de los cuales se destacan:

I) Las toxicidades dentro del tumor, incluidos sindromes de liberacién de citocinas (SLC) y el
sindrome de lisis tumoral, pueden causar alteraciones metabdlicas sistémicas.

II) Las toxicidades fuera del tumor, las cuales ocurren debido a la expresion compartida de los
antigenos dirigidos de las CTT con las células normales.

lIl) Las toxicidades "fuera del objetivo", desencadenadas por la interaccion entre el fragmento
cristalizable extracelular (Fc) de las CAR vy el receptor Fc (FcR) expresado en las células
inmunitarias innatas, lo que conduce a la activacion independiente del antigeno.

IV) La alteracién o pérdida del antigeno diana en las células dada su variabilidad fenotipica y su

consecuente escape inmunoldgico.
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V) La inhibicion de su actividad debido al TME (barreras fisicas, citocinas y células

inmunosupresoras).

Por lo anterior, la monoterapia con células CAR-T dirigidas a CTT no ha resultado totalmente
eficaz, lo que destaca la importancia del uso de terapias combinadas para combatir al cancer.
En consecuencia, se han probado varias estrategias para superar estas complicaciones, por
ejemplo, infundir las células CAR-T localmente en lugar de sistémicamente para mejorar la
seguridad y minimizar los efectos adversos de las células CAR-T dentro / fuera del tumor, asi
como el uso de células CAR-T biespecificas, que como ya se menciond, pueden dirigirse a dos
antigenos separados para que actlen solo cuando ambos se expresen en células tumorales
(Galassi et al., 2021; Masoumi et al., 2021). El uso de las células T con CAR dirigidas alas CTT
aln estd en desarrollo y se requieren mas investigaciones, tanto para identificar las dianas
especificas de CTT, como para mejorar los regimenes de produccién y administracion de las
células CAR-T.

El reposicionamiento de los farmacos existentes representa una reduccion en la inversion
de tiempo, recursos y esfuerzos en investigacion, adicional a los bajos costos comerciales
comparados con los de las nuevas terapias, siendo una estrategia altamente recurrida en la
actualidad. Por lo que se esta explorando el potencial de ampliar la indicacién terapéutica de
varios farmacos (reutilizaciobn o reposicionamiento), incluidos la metformina, disulfiram,
reparixina, ALM201, entre otros, con posible actividad anti-CTT tanto en estudios preclinicos y
clinicos en curso para diferentes tipos de cancer.

Disulfiram es uno de los farmacos més estudiados con potencial efecto anti-CTT, actualmente al
menos dos estudios clinicos en desarrollo lo estdn evaluando junto con cobre (Cu) para la
inhibicion de ALDH, que como ya se describid, es una enzima altamente expresada en CTT de
varios tipos de cancer y esta relacionada con resistencia terapéutica. En el estudio de fase 2
NCT04265274 se esta evaluando su uso junto con vinorelbina y cisplatino en pacientes con CM
recidivante resistente a antraciclinas o taxanos. Por otra parte, el estudio NCT01777919 plantea
la evaluacién de la combinacién de disulfiram/Cu con temozolomida en pacientes con
glioblastoma multiforme recién diagnosticado. Este estudio sigue una estrategia prometedora
para evitar el desarrollo de resistencia a temozolomida mediada por ALDH, asi como favorecer
la radiosensibilidad de las células, por lo que se administrara disulfiram/Cu previo a la
radioquimioterapia para poder favorecer la eficacia terapéutica de la terapia convencional
(Shibata & Hoque, 2019). Adicionalmente disulfiram también se encuentra en estudios preclinicos
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para diferentes tipos de cancer, tal es el caso de PDAC donde se estudia su efecto anti-CTT
como inhibidor de la via NF-kB (Cong et al., 2017). Esto lo posiciona como un potencial agente
anti-CTT para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Dentro de los tratamientos con potencial anti-CTT también se encuentra la napabucasin, un
inhibidor de STAT3, evaluada en al menos tres estudios clinicos relacionados con CTT. En el
estudio de Fase 3 (NCT02753127) que recién finalizé en el 2021 se evalué un esquema
combinado de napabucasin con un régimen quimioterapéutico convencional (FOLFIRI) para
combatir el cancer colorrectal metastasico con tratamiento previo (diferente a FOLFIRI o
radioterapia). Esta es una de las estrategias mas prometedoras para el tratamiento del cancer
colorrectal pues se basa en la evasion de los mecanismos de resistencia intrinseca de las CTT,
ya que STATS3 es un factor de transcripcion altamente expresado en las CTT y ampliamente
relacionado con la resistencia terapéutica a 5-fluorouracilo y leucovorina en cancer colorrectal
(Gargalionis et al., 2021). En otro estudio de fase 1 y 2 de cancer de higado avanzado o
metastasico sin previo tratamiento se evalla su combinacién con sorafenib con el objetivo de
evadir los mecanismos de resistencia puesto que se ha reportado que el eje IL-6/STATS3 participa
en la resistencia a este anticanceroso por las CTT hepéticas (Li et al., 2020). EIl Gltimo estudio en
fase 1 y 2 (NCT02467361) realizado en canceres solidos avanzados, evalla una terapia
combinada con este inhibidor de STAT3 y anticuerpos monoclonales inhibidores de puntos de
control inmunolégico, actuando tanto en CTT como en células del sistema inmune. Este farmaco
es un tratamiento anti-CTT prometedor ya que su blanco molecular se encuentra altamente activo
en CTT de varios tipos de tumores, respaldando su recurrente evaluacion en diferentes ensayos
clinicos y destacandolo como uno de los farmacos mas avanzados en su estudio como agente
anti-CTT.

Reparixina, un inhibidor alostérico de CXCR1, es otro posible agente anti-CTT que ha sido
estudiado en ensayos clinicos de diferentes subtipos de CM. CXCR1 es uno de los receptores
de IL-8 expresado en CTT (ALDH +) de CM que esta involucrado en vias de sefalizacion que
favorecen la supervivencia celular (Goldstein et al., 2020). El estudio de fase 2 NCT01861054
investigd el uso de reparixina como agente Unico en el periodo entre el diagndstico clinico y la
cirugia en pacientes no tratados con CM temprano, evaluando su efecto sobre las CTT en el
tumor primario y el TME. Esta estrategia se dirige a marcadores de superficie de CTT importantes
en los mecanismos de supervivencia para poder erradicar a las CTT previo al tratamiento
convencional. Los resultados de este estudio mostraron que la reparixina presentd un buen perfil
de seguridad y tras su administracion en los pacientes las CTT se redujeron en varios pacientes
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segun lo medido por citometria de flujo y se sugirié la posibilidad de que se induzca autofagia
como respuesta al tratamiento (Goldstein et al., 2020). Otros dos estudios clinicos en fase 1
(NCT02001974) y fase 2 (NCT02370238) realizados por el mismo grupo de investigadores
evaluaron el uso de la reparixina en combinacién con paclitaxel en pacientes con CM metastasico
HER 2 negativo y CMTN metastasico, respectivamente. En esta estrategia dual utilizaron un
agente dirigido a CTT en combinacion con quimioterapia para eliminar al resto de la poblacion
tumoral como terapia de primera linea en CM (Goldstein et al., 2021).

Otro de los potenciales farmacos para reposicionar es la metformina, un medicamento comercial
econdmico para tratar la diabetes, el cual ha demostrado actividad anti-CTT in vitro y en modelos
animales en diferentes tipos de cancer, incluidos los de mama, pancreas, prdstata y colon (Saini
& Yang, 2018). Se han propuesto varios mecanismos sobre la actividad anti-CTT de la
metformina, incluyendo la modulacién de funciones metabdlicas mediante la inhibicién
mitocondrial, la regulaciéon de la via de sefializacion de MAPK vy la inhibicion de la EMT (Brown
et al., 2020). Por lo que, diversos estudios clinicos han evaluado su uso para el tratamiento de
cancer, en particular, se evalué su efecto anti-CTT en el estudio de fase 1 NCT01440127 en
pacientes con cancer colorrectal. Este tenia como objetivo determinar la diferencia entre tratar o
no con metformina con respecto al efecto en las CTT (CD133+) como monoterapia previa a la
cirugia. Sin embargo, este finalizé en el afio 2012 y no se han reportado sus resultados, por lo
gue aun no se puede concluir si su efecto anti-CTT persiste en tumores humanos. Por otra parte,
también se ha evaluado el uso de metformina junto con quimioterapia, pues se ha descrito que
la metformina suprime selectivamente a las CTT ovaricas a través de la inhibicién de la EMT (uno
de los mecanismos conocidos por favorecer caracteristicas funcionales de las CTT e implicado
en la resistencia terapéutica) y con esto potencia el efecto de agentes quimioterapéuticos,
incluyendo cisplatino y doxorrubicina (Tang et al., 2020). Tal es el caso del estudio en fase 2
NCT01579812 realizado en pacientes no diabéticas con cancer de ovario, los cuales recibieron
metformina previa a la reduccién quirtrgica y previa a la quimioterapia adyuvante o neoadyuvante
tradicional (platino o taxanos). Los resultados de este estudio indicaron que los tumores tratados
con metformina tuvieron una disminuciéon de CTT (ALDH + / CD133 +) de 2.4 veces, una mayor
sensibilidad al cisplatino ex vivo y una SG mejorada en pacientes en estadio lI-1ll, lo que justifica
el uso de metformina en estudios de fase 3 (Brown et al., 2020). De tal forma, esta estrategia
resultaria eficaz en la prevencién de recaidas de los pacientes al favorecer la quimiosensibilidad
de las CTT previo al tratamiento, evitando que las CTT resistan a la terapia.
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Las potenciales estrategias terapéuticas anti-CTT se dirigen esencialmente a un solo tipo
de CTT dadas sus caracteristicas particulares segun el tipo de tumor, sin embargo, existe la
posibilidad de que algunas terapias anti-CTT puedan ser estudiadas en diferentes canceres. En
el caso de la vacuna ICT-107, una de las terapias més avanzadas (en fase 3) para tratar el
glioblastoma multiple, no podria utilizarse para tratar otros canceres debido a que los antigenos
a los que va dirigida no se comparten con otros tumores de diferentes tejidos de origen. Contrario
a lo que sucede con la vacuna CTT basadas en lisados de CTT (ALDEFLUOR +) pues esta
estrategia no se enfoca en antigenos particulares, por lo que esta misma estrategia ha sido
aplicada en diferentes tipos de cancer debido a que la expresién de ALDH en CTT de estos
tumores se comparte y permite su aislamiento para la realizacion de la vacuna de DC. Por otra
parte, entre los tratamientos para reposicionamiento que se encuentran en fases mas avanzadas
con posible efecto anti-CTT en diferentes tipos de cancer se encuentran disulfiram, metformina
y napabucasin, debido a que tienen como blancos moléculas o vias de sefalizacion compartidas
entre las CTT de diferentes tejidos de origen.

La eficacia del tratamiento de los pacientes con cancer depende tanto de un diagnéstico
oportuno y completo como de un acertado régimen terapéutico. Una estrategia que ha sido
considerada en ensayos clinicos es analizar como mejora el efecto de la quimioterapia estandar
cuando se utiliza quimioterapia guiada por una prueba de CTT como parte del diagnéstico. Tal
es el caso del ensayo clinico de Fase 3 (NCT03632135), que tiene como propdsito evaluar la
utilidad de las pruebas tumorales de quimiosensibilidad en CTT (ensayo ChemolD) como
predictor de la respuesta clinica en tumores cerebrales malignos con mal prondéstico, como lo es
el GBM recurrente. En este estudio los pacientes se someten a una biopsia del tumor para
realizar las pruebas de respuesta a farmacos ChemolD con multiples agentes quimioterapéuticos
aprobados por la FDA, teniendo como hipétesis que esta prueba de diagnéstico impulsara
mejores resultados en comparacién con los pacientes tratados con la terapia de atencién
estandar elegida por el médico. Este ensayo de respuesta a farmacos realizado por un laboratorio
de patologia clinica utiliza las células tumorales vivas del paciente para medir el efecto citotéxico
de las dosis reales de quimioterapia estandar para erradicar no solo la mayor parte de las células
tumorales, sino principalmente a las CTT. El ensayo de respuesta a farmacos ChemolD informa
una lista priorizada de quimioterapias efectivas e ineficaces para cada paciente. Datos
preeliminares de estos ensayos indican que pacientes con GBM recurrente o de alto grado
tratados con terapia guiada tienen un 57% de probabilidad de sobrevivir a los 12 meses, en
comparacion con el 27% de probabilidad de supervivencia observada en estudios anteriores
(Howard et al., 2017; Ranjan et al., 2020). Esta estrategia tiene un buen potencial de eficacia
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para mitigar la recaida del tumor y seria un protocolo ideal para implementar de manera inmediata

en el tratamiento del cancer.

Las perspectivas de los esquemas terapéuticos a futuro se basan en el empleo de terapias
personalizadas de primera y segunda linea. Tal como describen Walcher y colaboradores (2020),
un seguimiento ideal del tratamiento del cancer consistiria en realizar biopsias locales y
examenes de sangre al momento del diagndéstico que permitirdn conocer la proporcién, los
marcadores y la firma genética de las CTT dentro del tumor, asi como la deteccion de CTT
circulantes, la evaluacién de la inmunidad anti-CTT y la realizacion de una leucoféresis para la
preparacion de células CAR-T. Todo esto con el fin de tener una amplia caracterizacion de las
CTT presentes en etapas tempranas y poder iniciar un régimen terapéutico basado en terapia
anti-CTT con o sin quimioterapia previo a la cirugia, si fuere el caso. Cabe destacar que la
deteccion de células tumorales circulantes (CTC) previo al inicio de la quimioterapia preoperatoria
es un indicador pronéstico de una baja SG, ademas el patron de expresion génica de las CTC
también puede indicar un mayor potencial metastasico, como es la expresion de genes que
involucran procesos de troncalidad, como Notch y CD44. En una segunda etapa, seria ideal
realizar biopsias locales posterapéuticas que permitan la evaluacion del riesgo de una recaida
basandose en los biomarcadores encontrados, lo que también proporciona informacion sobre
dianas terapéuticas dentro del tejido tumoral restante. La deteccién a tiempo de las CTT que
resurgen permitira el uso de la terapia secundaria individualizada y precisa de manera oportuna.
Esta terapia de segunda linea puede incluir terapias dirigidas, tales como células CAR-T para
erradicar las células restantes, las cuales dirigen la recaida tumoral por lo que su seguimiento y
eliminacidn a tiempo es crucial. Incluso después de algunos afios de la terapia de primera linea
seria ideal seguir realizando examenes de sangre o algunos analisis mas sofisticados que
permitan monitorear la aparicion de marcadores de las CTT guiando a una terapia de
mantenimiento (Walcher et al., 2020).
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8. Conclusiones

v" Algunos de los marcadores, factores de transcripcion o ensayos funcionales de las CTT han sido
usados como marcadores tumorales predictores de la eficacia terapéutica, resaltando la
importancia de la eliminacion de estas células para mejorar la terapia contra el cancer.

v’ La caracterizacién de las CTT en diferentes tipos de cancer ha permitido que varios tratamientos
dirigidos a blancos moleculares en esta poblacion, nuevos o para reposicionamiento, se
encuentren actualmente en ensayos clinicos principalmente para pacientes con cancer de mama,

colorrectal, de higado, ovario, glioblastoma y leucemias.

v" Auln se requieren hacer mejoras en las estrategias experimentales empleadas en investigacion,
incluyendo aquellas usadas para la identificacion de las CTT y los modelos de estudio para la
evaluacion de un farmaco en esta poblacién, pues aln no existen metodologias totalmente
eficientes.

v" Dirigirse certeramente a la poblacion de CTT y/o al microambiente tumoral, adicional al resto de
la masa tumoral, podria evadir la resistencia terapéutica intrinseca o adquirida y la recurrencia

del tumor, mejorando la terapia contra el cancer.

v Incluso las estrategias terapéuticas mas prometedoras han presentado inconvenientes,
incluyendo reacciones adversas, baja efectividad o resistencia terapéutica, por lo que aun se

requiere optimizar estas estrategias.

v' A pesar de la abundante informacioén disponible sobre las CTT en diferentes tipos de cancer, no
ha sido suficiente para resolver los desafios que se han presentado durante el desarrollo de las
terapias anti-CTT para el tratamiento del cancer.
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v' Dentro de las terapias mas prometedoras que se encuentran en fases clinicas mas avanzadas
y/o las aplicables a méas de un tipo de tumor estan: napabucasin, disulfiram, metformina, la

vacuna CTT y la vacuna ICT-107.

v" Una de las rutas mas factibles y rapidas de llevar a cabo es la mejora en el diagnéstico y seleccion
del régimen terapéutico basado en pruebas tumorales de quimiosensibilidad, la cual puede ser
aplicada a todos los tipos de cancer y permitira disminuir el riesgo de ineficacia terapéutica.
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ABCG2/1
ABCB5

ACT

ADCC

ADN

ADAM 10/17
Akt

AMH
ALCAM
ALDH
Apel/Ref-1
ARN

ATRA

BAX

BAAA

BAA-

BCC

Bcl-2

Bcl-xL

BCL2L2 (BCL-W)

BMP7
BMX
BRCA
BTK
CAF
CAR
c-FLIP
ClAP1/2
CIK
C-KIT
CM
CMTN
COAD

Abreviaturas

Miembro de la superfamilia G del casete de union a ATP
Miembro 5 de la subfamilia B del casete de union a ATP
Terapias de células adoptivas

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Acido desoxirribonucleico

Desintegrina y metaloproteasa 10/17

Proteina cinasa PKB

hormona anti-Mulleriana

Molécula de adhesion de células leucocitarias activadas
Aldehido deshidrogenasa

Proteina multifuncional endonucleasa apurinica/apirimidinica/factor redox
Acido ribonucleico

Tretinoina

Proteina X asociada a Bcl-2
BODIPY-aminoacetaldehido

BODIPY-aminoacetato

Carcinoma de células basales

Proto-oncogén de linfoma de células B

Linfoma de células B extragrande

Proteina 2 similar a Bcl-2

Proteina morfogenética 6sea 7

Tirosina cinasa no receptora ligada al cromosoma X
Carcinoma invasivo de mama

Tirosina cinasa de Bruton

Fibroblastos asociados al cancer

Células T receptoras de antigenos quiméricos

Inhibidor celular proteico de FLICE

Proteinas inhibidoras celulares de la apoptosis 1y 2
Células asesinas inducidas por citocinas

Glicoproteina transmembrana

Céancer de mama

Céancer de mama triple negativo

Adenocarcinoma de colon
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CPT
CTC
CTLA-4
CTT
CSF3R
CXCL1/2
CXCR
DAF

DC

DLL
DPP-4
DSB
EMA
EMT
EpCAM
ERK
FACS
FAK

Fc

FcR
FDA
FGF-B
FKBPL
FOLFIRI
FOLFIRINOX
FT

GBM
GDF
GFP
GLI1
GM-CSF
GSC

HA

HBO
HER2

Camptotecina

Células tumorales circulantes

Antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos
Células troncales tumorales

Receptor del factor 3 estimulante de colonias
Ligandos de quimiocinas (motivo CXC)
Receptor alfa de quimioquinas

Factor acelerador del decaimiento

Células dendriticas

Proteina tipo Delta

Dipeptidil peptidasa-4

Roturas de doble hebra

Agencia Europea de Medicamentos
Transicion epitelial-mesenquimal

Molécula de adhesion celular epitelial
Cinasa regulada por sefiales extracelulares
Clasificacion de células activadas por fluorescencia
Cinasa de adhesion focal

Fragmento cristalizable

Receptor Fc

Administracion de Medicamentos y Alimentos
Factor de crecimiento de fibroblastos basico
Proteina de unién a FK506

Esquema con acido folinico, fluorouracilo y clorhidrato de irinotecan

Esquema con fluorouracilo, irinotecan y oxaliplatino
Factores de transcripcion

Glioblastoma multiforme

Factores de crecimiento y diferenciacion

Proteina verde fluorescente

Oncogén asociado al glioma es una proteina

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
Células troncales de glioma

Glicosaminoglicano hialuronano

Oxigeno hiperbarico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
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HGSOC
Hh
HIF-1
HR
ICAM-1
IFN-y
IHC
IkB
IKK
IL-3R
IL-6; IL-10
INEGI
IR
JAG1
JAK
KICH
KLF4
LDT
LEF
LGR5
LIHC
LLC
LMA
LMC
LSC
MACS
MAPK
Mcl-1
mCTT
MCAM
MDR
MDSC
MEC
MEK
MHC

Cancer de ovario seroso de alto grado
Hedgehog

Factor 1 inducible por hipoxia
Reparacion homoéloga

Molécula de adhesion intracelular 1
Interferon gama

Inmunohistoquimica

Inhibidor de NF-kB

Complejo de cinasa IkB

Receptor de interleucina-3
Interleucina 6; Interleucina 10

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
Radiacion

Ligando de Notch candnico irregular 1
Janus cinasa

Cromofobo de rifién / carcinoma de células renales croméfobo

Factor 4 similar a Kruppel

Trasplante por dilucion limitante

Factor de unién al potenciador linfoide
Receptor 5 acoplado a proteina G
Carcinoma hepatocelular

Leucemia linfocitica crénica

Leucemia mieloide aguda

Leucemia mieloide crénica

Células troncales leucémicas

Clasificacion de células activadas magnéticamente
Proteina cinasa activada por mitbgenos
Leucemia de células mieloides 1

Células troncales tumorales migratorias
Molécula de adhesion celular

Resistencia a multiples farmacos

Células supresoras derivadas de mieloides
Matriz extracelular

Proteina cinasa activada por mitbgenos
Complejo principal de histocompatibilidad
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miRNA microRNA (&cido ribonucleico)

MRP-1 Proteina 1 asociada a la resistencia a multiples farmacos
MS4A1 Membrana que abarca 4 dominios Al

NANOG Factor de transcripcion de union al DNA mediada por un homeodominio
NCAM Molécula de adhesion celular neural

NF-kB Factor nuclear kappa B

NIK Cinasa inductora de NF-kB

NK Células asesinas naturales

NP Nanoparticulas

NPC Células progenitoras neurales

OCT4 Factor de transcripcion 4 de unién al octamero (PUO5F1, en humano)
OMS Organizacion Mundial de la Salud

OSscC Carcinoma oral de células escamosas

oV Cistoadenocarcinoma seroso de ovario

PAAD Adenocarcinoma de pancreas

PD-1 Muerte programada 1

PDAC Adenocarcinoma ductal de pancreas

PI3K Fosfatidilinositol 3-cinasa

P-gp Glucoproteina - P1

PLC Canceres primarios de higado

PODXL - 1 Proteina similar a la podocalixina 1

PTCH1 Proteina que es miembro de la familia parcheada

PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

RANK Activador del receptor de NFkB

RARs Receptores del acido retinoico

RH+ Receptores a hormonas positivo

RE Receptores a estrégeno

READ Adenocarcinoma de recto

ROS Especies reactivas de oxigeno

SALL4 Proteina 4 tipo Sal

sCTT Células troncales tumorales estacionarias

SG Supervivencia general

SLP Supervivencia libre de progresion

SMAD Proteinas identificadas en madres contra decapentapléjia
SMO Smoothened
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SNC
SOD
SOX2
SP
SSEA3/4
SSE
STAT1-4
TAM
TAZ
TCF
TCGA
TDGF1
TEAD1-4
TGF-B
THY-1
TIL
TME
TNF-a
TNM
TRA-1-60/81
TRADD
ucsc
VCAM-1
VEGF
XIAP
YAP

Sistema nervioso central

Superoxido dismutasa

Factor de transcripcion SRY-box 2

Poblacion lateral

Antigeno embrionario especifico de la etapa 3/4
Supervivencia libre de enfermedad

Transductor de sefial y activador de la transcripcién 1-4
Macréfagos asociados a tumores

Coactivador transcripcional con motivo de unién a PDZ
Grupo de genes que codifican factores de transcripcion
El Atlas del Genoma del Cancer

Factor de crecimiento 1 derivado de teratocarcinoma
Proteinas de union al ADN de TEA

Factor de crecimiento Transformante Beta

Proteina de la superficie celular conservada

Linfocitos infiltrantes de tumores

Microambiente tumoral

Factor de necrosis tumoral alfa
Tamano-Nodulos-Metastasis

Locus alfa del receptor de células T

Proteina con dominio de muerte asociada al TNFR1
Universidad de California, Santa Cruz

Molécula 1 de adhesién celular vascular

El factor de crecimiento endotelial vascular

Inhibidor de la apoptosis ligado a X)

Proteina asociada a Yes
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