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1. Resumen

Las células troncales tumorales mamarias (CTTM) son quimio y radio-resistentes,
invasivas y metastasicas. Las CTTM se han caracterizado por el fenotipo
CD44+/CD24-, no obstante sélo un subgrupo de éstas presentan caracteristicas de
CTTM, por lo que se requieren marcadores adicionales para identificarlas. El
receptor CCR5 tiene un papel clave en la invasion y metéstasis, caracteristicas
propias del programa de transicion epitelio-mesénquima, implicado directamente en

la ganancia del fenotipo de CTTM.

El presente trabajo evalu6 el papel de CCR5 como posible marcador de CTTM en
la linea celular SUM-159. Se compar6 el perfil transcripcional de células CCR5+ y
CCR5- mediante microarreglos. Se realiz6 un analisis de anotacién funcional
utilizando los genes de expresion diferencial, sin encontrarse enriquecimiento en
procesos biolégicos ni funciones moleculares asociados a troncalidad. El perfil de
expresion génica también se comparé con firmas genéticas de troncalidad
previamente reportadas, encontrando que el fenotipo CCR5+ esta enriquecido en
un sub-conjunto de genes sobre-expresados en una firma consenso de troncalidad.

Lo anterior sugiere que la expresion del receptor podria favorecer la troncalidad.

Para estudiar su papel en CTTM, se sobre-expreso el receptor CCR5 mediante
transfeccion. El porcentaje de células que sobre-expresaron CCR5 fue del 90%.
Subsecuentemente, se compard la capacidad clonogénica de esas células CCR5+
en ensayos de mamoesferas, encontrando que tienen una mayor clonogenicidad
gue las CCR5-. Asimismo se evalu6 el porcentaje de células CD44+/CD24-, sin
observarse diferencias entre las células CCR5+ y CCR5-, por lo que CCR5 no es
de utilidad para identificar esta subpoblacién. Posteriormente se evalud la expresion
de factores de transcripcion asociados a pluripotencia (OCT4, NANOG y SOX2)
mediante ensayos de gen reportero. En células CCR5+, la sefial de SOX2 fue mayor
por lo que se midi0 consecuentemente el nivel de proteina, sin encontrarse

diferencias. Los resultados obtenidos en este proyecto sugieren que CCR5 no es



un buen marcador de CTTM pero tiene un papel relevante en la clonogenicidad y

posiblemente en la tumorigenicidad de células de cancer de mama.

Palabras clave: cancer de mama, células troncales tumorales, CCR5



2. Introduccién

2.1 Definicién de cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades resultado de un proceso
multi-etapa en el cual las células de un individuo presentan cambios genéticos o
epigenéticos. Estos cambios resultan en una ganancia en la proliferacion de las
células de manera incontrolada que pueden llegar a formar un tumor. Algunos
tumores llegan a ser malignos por la adquisicion de caracteristicas que les
permiten evadir el sistema inmune e incluso a invadir sitios circundantes y/o

distantes formando metéastasis a través del sistema linfatico y/o sanguineo [1].

2.2 Tipos de cancer

Los tumores se pueden clasificar en dos categorias dependiendo del grado de
agresividad: 1) benignos como aquellos que crecen localmente sin invadir tejidos
adyacentes y 2) los malignos que invaden y realizan metastasis. Por otra parte
existen diferentes tipos de canceres que se pueden agrupar de acuerdo al tipo
de célula que da origen [1, 2]:

i) Carcinomas que es el tipo de cancer mas comun cuyo origen es de células
epiteliales. En este grupo se encuentran los adenocarcinomas, carcinomas de la
lamina basal, carcinomas de células escamosas y carcinomas de células de

transicion.

i) Sarcomas que comienzan a partir de una variedad de células mesénquimales
de los tejidos conectivos como hueso, cartilago, grasa, musculos o0 vasos

sanguineos.

i) Leucemias que comienzan de células de la médula 6sea, no forman tumores

soélidos pero si un gran numero de glébulos blancos anormales.

iv) Linfommas y mielomas donde las células origen son las del sistema inmune. En
los linfomas las células parten del sistema linfatico, mientras que en los mielomas

son de células plasmaticas.
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v) Tumores de cerebro y cancer de la médula espinal provienen de células del
sistema nervioso central. Dentro de este sub-grupo el tumor cerebral mas comun

es el glioma y se desarrolla a partir de células gliales.

2.3 Generalidades del cancer

Las células normales cambian su fenotipo hacia células neoplasicas debido a
cambios en el genoma en respuesta al estilo de vida de la persona o bien por la
exposicion a carcindgenos, que pueden ser agentes quimicos, biolégicos y/o
fisicos. Las células tumorales sufren un proceso de multiples etapas Ilamado

carcinogénesis, que comprende las siguientes etapas [3, 4]:

La iniciacion es la etapa donde carcindégenos producen mutaciones en el acido
desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) de células normales. Estas
mutaciones pueden ocurrir tanto en proto-oncogenes como en genes supresores
de tumor (GST) creando un potencial de desarrollo neoplasico que les permita a
las células cancerosas proliferar mas alla del limite permitido [3].

Los proto-oncogenes al ser desregulados afectan rutas de sefializacion
asociadas con la proliferacion y de procesos como la comunicacién, desarrollo y
diferenciacion celulares. Mutaciones en éstos resultan en la sobre-expresién o
en la alteracion de la estructura de la proteina, alguno de estos oncogenes son
RAS o MYC. Los GST son reguladores negativos de la proliferacion que se
encargan de checar la progresion del ciclo celular, mutaciones en estos genes
resulta en la pérdida de su funcién. Por ejemplo TP53 que codifica para una
proteina que actia como un freno del ciclo celular al evitar la divisién celular
inapropiada, mutaciones en este gen causan su pérdida de funcion y por ende

contribuyen al desarrollo del cancer [5].

La promocidn es la etapa donde células transformadas siguen expuestas a
estimulos repetidos o continuos que las llevan a adquirir ventajas para proliferar

de tal manera que se da el crecimiento tisular del tumor. EIl desarrollo entre las
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etapas se ve influenciado por el ambiente tanto intra como extracelular, por

ejemplo citocinas o metabolitos lipidicos o factores de crecimiento [6].

Posteriormente sigue la etapa de progresion, donde las células adquieren
capacidades méas agresivas que les permiten dejar el tumor primario e invadir
tejidos circundantes o lejanos realizando metastasis. Este proceso permite que
se incrementen subpoblaciones heterogéneas malignas lo que resulta en un
aumento del tamafio del tumor. Dentro de otras capacidades que adquieren por
el incremento del tamafio del tumor, es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos
que lo proveen de nutrientes y oxigeno, caracteristica necesaria para que las

células inicien el proceso metastasico [7, 8].

Durante el proceso de carcinogénesis las células cancerosas adquieren
caracteristicas distintivas conocidas como los “Hallmarks” o alteraciones del
cancer las cuales se pueden visualizar en la Fig.1 [9]. A continuacién se da una

descripcion de cada una de las caracteristicas.

. Pérdida de la
Proliferacién sensibilidad a
celular sefiales de anti-
sostenida proliferacién

Evasion de la
destruccion
por el sistema
inmune

Reprogramacion
del metabolismo

Generacion del
potencial
repicativo
ilimitado

Resistencia
a seiiales
de muerte
celular

Promocion de la
inflamacién
tumoral

Desarrollo de la
inestabilidad
gendémica

Induccioén de la Capacidad de
angiogénesis invasion y
metastasis

Fig. 1. Caracteristicas distintivas del cancer o “Hallmarks” durante el proceso de carcinogénesis.
Modificado de [9].
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Proliferacion celular sostenida. En células normales hay control de la produccion
y liberacion de sefiales promotoras de la proliferacion. La unién de factores de
crecimiento a su receptor regula la entrada y progresion del ciclo celular, por tanto
la proliferacion y sobrevida de las células. En células cancerosas no existe ese
control por lo que la proliferacibn es desregulada y mediada por multiples

mecanismos [9].

Las células cancerosas pueden estimular la produccion de los factores de
crecimiento autocrinamente, por ejemplo el factor de crecimiento epidérmico (EGF,
por sus siglas en inglés) se une a su receptor EGFR (receptor del factor del
crecimiento epidérmico, por sus siglas en inglés) fosforilandolo y activandolo para
gue su sefializacion resulte en la proliferaciéon celular. Existen rutas de sefalizacion
como las de la fosfolipasa C o las de las Ras-MAPK (cinasas activadas por
mitdgenos)/PI3K(fosfaditil-inositol-3-cinasa)-AKT(proteina cinasa de serina-
treonina) que se activan por la unién de factores de crecimiento, resultando en la
transcripcion de genes asociados a proliferacion y sobrevida [10]. Por otra parte,
también son capaces de estimular a los factores de crecimiento de manera
paracrina, por ejemplo las células epiteliales y los fibroblastos son estimulados por
las células cancerosas para que produzcan citocinas como CXCL14, CXCL12 que

promueven la proliferacion de las células cancerosas [11, 12].

Otro mecanismo es el aumento de niveles de receptores en la superficie celular,
permitiendo que las células cancerosas sean hiper-responsivas a grandes
cantidades de factores de crecimiento. Ademas de eso, los receptores pueden sufrir
modificaciones estructurales que les permitan ser constitutivamente activos, sin
necesitar de la unién de su ligando. Por ejemplo, mutaciones en la subunidad
catalitica de PI3K permiten que la via de sefalizacion de PI3K-AKT se encuentre
siempre activa [13, 14] o mutaciones en EGFR ocasionan la pérdida del dominio

citoplasmatico resultando en una proliferacion desregulada [15].

También la proliferacién celular sostenida se puede dar por desregulaciones en los
mecanismos de retroalimentacion negativa que fisioldgicamente atendan las vias

de sefalizacion asociadas. Un ejemplo es la fosfatasa PTEN, que en condiciones
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normales atenua la via de sefializacion de PI3K-AKT al degradar el fosfatidil-inositol
(3, 4, 5) trifosfato (PIP3, por sus siglas en inglés). En cancer, PTEN se encuentra
frecuentemente silenciada resultando en que la via de sefalizacion PISK-AKT se

encuentra constitutivamente activa [13, 14].

Otro mecanismo conocido es la pérdida de funcién de los GST, por ejemplo RB y
TP53 que controlan el ciclo celular al decidir si la célula prolifera o muere. Defectos
en RB permiten una proliferacion constante ya que no produce las sefiales de
inhibicion. TP53 sensa sefales de estrés y el malfuncionamiento de los sistemas de
operacion en las células. Si la proteina p53 sensa dafio excesivo en el genoma o Si
los niveles de factores de crecimiento son sub-0ptimos, se detiene la progresion del
ciclo celular e incluso si son irreparables puede resultar en muerte celular. En cancer
mas del 50% de los pacientes tienen p53 inactivado resultando en la pérdida de su
funcion permitiendo que las células cancerosas proliferen a pesar de mdltiples

dafos a su genoma [9, 15-19].

La pérdida de la sensibilidad de sefiales de antiproliferacion. Las células
cancerosas evaden la inhibicion de la proliferacién por contacto. Esta inhibicion
limita el nimero de células y asegura una homeostasis en tejidos sanos. Por
ejemplo, el gen NF2 que codifica para la proteina Merlin la cual regula la inhibicion
por contacto al limitar la sefalizacion de EGFR, en cancer esta proteina se
encuentra inactivada por lo que no limita la proliferacion celular [20]. Otro ejemplo
es e-cadherina que también inhibe la proliferacién por contacto, en células
cancerosas se pierde su expresion. Vias de sefializaciébn como la de hippo se ven
desreguladas, resultando en la proliferacién de células cancerosas ya que se pierde

el complejo regulador de la via que se conforma por e-cadherina y 3-catenina [21].

La resistencia a seflales de muerte celular. Las células cuentan con la
maguinaria necesaria que recibe y procesa sefales de induccion de muerte celular.

La muerte por apoptosis se da en respuesta a estrés fisioldgico y por la pérdida del
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balance entre los componentes que la promueven y la evitan. La evasion de
sefales de apoptosis se puede dar por: i) el incremento de reguladores anti-
apoptoticos como Bcl-2 o Bcl-KL 0 de genes de sobrevida como Igfl/2; 2) la
disminucién de factores pro-apoptéticos como Bax, Bim, o Puma y de los circuitos

de induccién de muerte como Fas con Fas-ligando [22-25].

La autofagia es otro mecanismo de muerte que opera reciclando organelos y
catabolitos para la biosintesis y el metabolismo energético [26]. En cancer, las vias
de sefalizacion como las de PI3K-AKT o mTOR se encuentran activas, resultando
en la inhibicion de la apoptosis y la autofagia. Por otro lado, las proteinas como la
Beclina-1 son necesarias para la induccion de la autofagia, se encuentra inactiva en
cancer. Cuando hay deficiencia de nutrientes o cuando las células cancerosas son
expuestas a radio y/o quimioterapia, se ha visto que se elevan los niveles de
autofagia como mecanismo cito-protector [27]. Las células pueden entrar a un
estado reversible de latencia o quiescencia que les permite sobrevivir a las
condiciones de estrés y posteriormente cuando las condiciones son éptimas salen

de ese estado y les permite re-poblar el tumor [26-30].

Otro mecanismo de muerte es la necrosis, la cual libera sefiales pro-inflamatorias
al tejido circundante y que permite el reclutamiento de células del sistema inmune
al tumor. Los tumores presentan cierto grado de necrosis lo que recluta a células
del sistema inmune que promuevan la formacion y el mantenimiento del tumor al

generar factores de crecimiento [31-33] .

La generacion del potencial replicativo ilimitado. Las células no neoplasicas
limitan su replicacion mediante la senescencia, estado irreversible al cual entra la
célula para mantenerse viable pero ya no se puede replicar, o bien la célula puede
entrar en una crisis celular que la lleva a muerte celular [34]. En cancer, las células
son capaces de replicarse ilimitadamente debido a que sus telémeros se encuentran
protegidos por segmentos repetidos de DNA telomérico en los extremos de los

cromosomas. La enzima encargada de adicionar los segmentos de DNA telomérico
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es la telomerasa reversa transcriptasa (TERT, por sus siglas en inglés) que se
encuentra siempre activa para evitar la erosion de los telomeros [34, 35].

Lainduccién de laangiogénesis. El tumor para sustentar su crecimiento debe de
adquirir nutrientes y oxigeno a través de la generacion de nuevos vasos sanguineos
(vasculogénesis) a partir de los ya existentes. La regulacion de la angiogénesis se
da mediante inductores e inhibidores, como el factor de crecimiento endotelial
vascular - A (VEGF-A, por sus siglas en inglés) y la trombospondina-1 (TSP-1, por
sus siglas en inglés) respectivamente. En los tumores existe un desbalance hacia
la sefalizacion de moléculas pro-angiogénicas que generan nuevos capilares y
vasos sanguineos excesivamente ramificados, distorsionados y alargados. Células
de sistema inmune como: macrofagos, neutréfilos, mastocitos y progenitores
mieloides, son reclutadas al tumor donde producen moléculas pro-angiogénicas o

Ras y Myc pueden sobre-regular la expresion de estas [36-39].

En condiciones de hipoxia que se refiere cuando hay bajos niveles de oxigeno, los
factores inducibles por hipoxia (HIF, por sus siglas en inglés) son producidos. HIF1a
en su forma activa, es translocado al nucleo donde puede formar un heterodimero
con la subunidad HIF1B, permitiendo la transcripcion del FGF (factor de crecimiento
de fibroblastos, por sus siglas en inglés) y de VEGF-A. En células cancerosas
VEGF-A se encuentra sobre regulado para sustentar el crecimiento del tumor

mediante la vasculogénesis [38, 40-42].

La capacidad de invadir y realizar metastasis. Para que células cancerosas
puedan invadir y realizar metastasis deben de seguir ciertos pasos: i) invasion local,
i) intravasaciéon, que es la entrada de células cancerosas a vasos sanguineos o
linfaticos cercanos, iii) sobrevida de éstas en circulacién, iv) escape de células
cancerosas hacia el parénquima de tejidos distantes, conocida como extravasacion,
v) formacion de pequeiios nédulos de células cancerosas o micrometastasis y

finalmente vi) colonizacion al proliferar de micro a macro-metastasis [43, 44].
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El programa de transicién epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) se
ha asociado con la adquisicion de capacidades de invadir, evitar apoptosis y poder
diseminarse. Células cancerosas epiteliales que prenden este programa presentan
la pérdida de moléculas de adhesion célula-célula, como por ejemplo la pérdida de
E-cadherina, vinculada con la migracién de las células. Por otra parte la sobre-
expresion de marcadores asociados al fenotipo mesénquimal como la N-cadherina,
vimentina, se asocia con capacidades migratorias [45, 46]. El proceso de EMT
induce la expresion de enzimas que degradan la matriz extracelular que
incrementan la motilidad celular. Este programa es orquestado por factores de
transcripcion como Snail, Slug, Twist y/o Zeb1/2 [47, 48].

Las células del borde del tumor se ha observado que presentan EMT, se sugiere
que es por estar sujetos a estimulos del microambiente. Por ejemplo, los
macrofagos en la periferia del tumor permiten invasion local al suplir enzimas que
degradan la matriz extracelular, como metaloproteinasas y proteasas [49, 50]. Las
células cancerosas proveen de IL-4 a los macréfagos que en cambio generan EGF
para que éstas proliferen y generen el factor estimulante de colonias tipol (CSF-1
por sus siglas en inglés) hacia los macrofagos. Los macrofagos participan en la
intravasacion hacia el torrente sanguineo al formar grupos o clusteres de
macrofagos en el que las células cancerosas egresan. Ademas suprimen la
respuesta de células T citotdéxicas hacia células cancerosas facilitando la
intravasacion al sistema circulatorio y la diseminacion a otros tejidos [51, 52].

Las células que logran diseminar a sitios distantes dejan de estar expuestas a las
sefales que las llevaron a inducir el programa de EMT vy tienen la capacidad de
revertirlo mediante la transicion mesénquima-epitelio (MET, por sus siglas en inglés)
[53]. En el sitio distante las células cancerosas pueden pasar por un estado de
latencia al activar programas de autofagia en respuesta a falta de nutrientes, cuando
las condiciones del microambiente son favorables salen de esta fase y proliferan
[28, 54].

17



El desarrollo de la inestabilidad gendmica. La inestabilidad gendmica se
caracteriza por translocaciones en los cromosomas, pérdida o duplicacion de
fragmentos largos en los cromosomas o por aneuploidias (nUmero aberrante de
cromosomas) [55]. Esta inestabilidad puede ser generada por mutaciones, por
cambios epigenéticos como la metilacion del DNA y/o modificaciones a histonas
gue afectan la regulaciébn de expresion de genes. La mutabilidad de células
cancerosas se debe a la alta sensibilidad a agentes mutagénicos y/o por
malfuncionamiento de la maquinaria de mantenimiento gendmico. La inestabilidad
genomica confiere ventajas a algunas clonas que les permite su expansion y una

posible dominancia sobre la demés sub-clonas. [56, 57].

La plasticidad en la reprogramacién del metabolismo de obtencién de energia
para tener un crecimiento y proliferacion continta. A pesar que en el tumor no
existan las condiciones 6ptimas que permitan el crecimiento tumoral, las células
cancerosas se adaptan. Las células cancerosas cambian su metabolismo de
procesamiento de glucosa hacia glicolisis para permitir que las células produzcan
energia y sobrevivan. El incremento de la glicolisis permite que existan varios
intermediarios para diferentes rutas biosintéticas de generacion de nucledsidos,

aminoacidos, macromoléculas y organelos para nuevas células [58].

En los tumores la deficiencia en la produccion del adenosin trifosfato (ATP) se ve
subsanada al sobre-expresar transportadores de glucosa, como es el caso del
transportador de glucosa-1 (GLUTL, por sus siglas en inglés) que se sobre-expresa
cuando hay condiciones de hipoxia y permite ingresar mayores cantidades de
glucosa para ser procesada. [59, 60]. Por otra, parte las enzimas en la ruta glicolitica
se ven alteradas por mutaciones, como la isocitrato deshidrogenasa 1/2 (IDH, por
sus siglas en inglés) que altera el metabolismo [61]. HIF-1a es hidroxilada por la
prolil hidrolasa de HIF (PHD, por sus siglas en inglés) marcandolo para que sea
ubiquitinizado por la proteina von Hippel Lindau (vHL, por sus siglas en inglés) y
llevado a degradacion por el proteasoma. Para lo anterior, PHD necesita de Ozy de

a-cetoglutarato como sustratos, cuando hay mutaciones en la IDH, hay baja

18



disponibilidad de a-cetoglutarato, por lo que HIF-1a se estabiliza y se logra dimerizar
con HIF-1P. La estabilizacién de HIF lleva a la transcripcion de VEGF vy del, por lo
gue la angiogénesis e invasion se ven promovidas y del miembro 1 de la familia 2
del acarreador de solutos (SLC2A1, por sus siglas en inglés); resultando en la alta

sobrevida, angiogénesis y de la invasion de las células [62].

La capacidad de células cancerosas de evadir el sistema inmune. Células con
inestabilidad gendmica o que no se reconocen como propias, el sistema inmune las
sensa Yy las destruye. La tolerancia periférica es el proceso por el cual el sistema
inmune regula la activacién de linfocitos T durante la respuesta inmune o para
prevenir la autoinmunidad [63]. Existen vias que regulan la activacion de células
del sistema inmune o para prevenir la autoinmunidad, como: 1) la via del antigeno-
4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4, por sus siglas en inglés); 2) la via de la
molécula de la muerte programada 1 (PD-1, por sus siglas en inglés). Las células
cancerosas utilizan estos dos puntos de control para evadir la respuesta inmune
[64, 65]

Por otra parte, se ha visto que el sistema inmune juega un papel importante en la
formacioén del tumor al crear un microambiente pro-inflamatorio. Este microambiente
se crea mediante factores de crecimiento que permiten la proliferacion,
sobrevivencia, factores pro-angiogénicos, enzimas remodeladoras de la matriz

extracelular que facilitan angiogénesis, invasion y metastasis [31, 66].

Las células del sistema inmune que se han encontrado dentro del tumor son:
macrofagos, mastocitos, neutréfilos y linfocitos B/T. Dentro de las moléculas de
sefalizacion que se ha visto que son liberadas por las células del sistema inmune
son: EGF, VEGF, FGF2, quimiocinas, citocinas que permiten un estado inflamatorio
y por ende promotor de la formacion de tumores. Otras moléculas son factores pro-
angiogénicos, pro-invasivos que facilitan la invasion a tejidos y apoyan la
diseminacién hacia sitios metastasicos [67-69]. Aunado a estas funciones, también
se ha observado que progenitores mieloides suprimen la actividad de linfocitos T y
de NKs en los tumores y contribuyen a la angiogénesis [70].
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2.4 El cancer como problema de salud publica

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Para 2012 mas de
14 millones de casos nuevos fueron diagnosticados y a 2015 alrededor de 8.8

millones de personas murieron por cancer [71].

La IARC (International Agency for Research on Cancer) reporta que a nivel
mundial para hombres el cancer del pulmén es el de mayor incidencia y
mortalidad seguido del cancer de estdmago, colorectal y el de préstata. Para
mujeres el cancer de mama es el de mayor incidencia y mortalidad seguido del
cancer de cuello uterino, de pulmoén y el colorectal (Fig. 2) [72]. Dado lo anterior

es de nuestro interés el cancer de mama.

Incidencia y mortalidad por cancer en ambos sexos

a nivel mundial a 2012
HOMBRES MUJERES

Pulmon
Mama
Colorectal
Prostata
Estémago
Higado
Cuello uterino
Esofago
Vejiga
Linfoma Non-Hodgkin
20000 15000 10000 5000 O 5000 10000 15000 20000
Incidencia/Mortalidad (x 100)

Incidencia
GLOBOCAN 2012 (IARC) (16.5.2017) Mortalidad

Fig. 2. Numero de casos de incidencia y mortalidad a nivel mundial para ambos sexos por tipo
de céncer a 2012 (Modificado de [72]).

En México dentro de las principales causas de muerte se encuentran los tumores
malignos [73]. La IARC reporta que para mujeres en México a 2012, el cancer de
mama es el de mayor incidencia y mortalidad [72]. De acuerdo al Instituto Nacional

de Estadistica y Geografia (INEGI) en 2015 la incidencia del cancer de mama en
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mujeres de 20 afios y mas, es de 27.9 nuevos casos por cada 100 mil personas. En
2014 se registré una tasa de mortalidad de 15.21 por cada 100 mil mujeres cuya
edad promedio fue de 59 afos, dicha tasa asciende de acuerdo a la edad (Fig. 3)
[74].

A |ncidencia de tumor maligno de mama en poblacion de 20 afios y mas,
por sexo
Serie anual de 2007 a 2015

Por 100 000 habitantes de cada sexo
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B Tasa de mortalidad observada en mujeres de 20 afios y mas por tumor
maligno de mama
Serie anual de 2007 a 2014
Por 100 000 habitantes
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Fig. 3. Tendencia de incidencia y mortalidad por cAncer de mama en México. A) Incidencia por
género en poblacién de 20 afios y mas de 2007 a 2015. B) Tasa de mortalidad por cancer de

mama en mujeres de 20 afios y més de 2007 a 2014 (Modificado de [74]).

2.5 Cancer de mama

El cancer de mama puede ser invasivo 0 no invasivo. Los no invasivos no van mas
alla de los ductos o I6bulos de la glandula mamaria. Los invasivos son los que se
diseminan a tejidos circundantes. De acuerdo al lugar en donde se origina el cancer

pueden ser [75]:

e Carcinomas ductales que inician en los ductos mamarios. Suelen ser la

mayoria de los canceres de mama. Si solo se localizan en el ducto son los
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carcinomas ductales in situ (DCIS, por sus siglas en inglés) o si se diseminan

fuera de los ductos son los carcinomas ductales invasivos o infiltrantes.

e Carcinomas lobulares que inician en los I6bulos mamarios.

Existen otro tipos menos comunes: i) medulares, ii) mucinosos, iii) tubulares, iv)

metaplasicos, v) papilares, vi) inflamatorios y la enfermedad de Paget que es un tipo

de cancer benigno que inicia en los ductos del pezén mamario [75].

Se utiliza el sistema de tumor, nodo y metastasis (TNM) para determinar el estadio

en el cual el paciente se encuentra. Hay cinco etapas, donde la etapa 0 es un DCIS

no invasivo, las etapas I-1V son usadas para canceres invasivos. A continuacion se

describe con mas detalle las etapas en las que se divide de acuerdo al sistema TNM

[76]:

Tabla 1. Clasificacion del cAncer de mama por el sistema TNM [76].

T por tamafio vy

localizacion del tumor

N por la examinacién de

los n6édulos linfaticos.

M cuando células cancerosas han
diseminado a otras partes del

cuerpo.

TX cuando el tumor
primario no se puede

evaluar.

NX cuando los no6dulos
linfaticos no pueden ser

evaluados.

MX si la distancia de diseminacién

no puede ser evaluada.

TO sin evidencia de

NO no hay células

MO cuando la enfermedad no ha

gque puede ser ductal,
lobular o de Paget.

cancerosas en una area
pequefia de los nodulos
linfaticos axilares de 0.2
mm o al encontrarse al

menos 200 células.

cancer. cancerosas en los nédulos | metastizado.
linfaticos.
Tis carcinoma in situ | NO (i+) hay células | MO (i+) cuando hay evidencia

microscoépica de células

cancerosas en sangre, médula
Osea, y otros nédulos linfaticos que

no miden menos que 0.2 mm.

T1 la parte invasiva del
tumor es de 20 mm o de

menor area.

N1mic cuando se

encuentran células
cancerosas en los nédulos

linfaticos axilares con un

M1 cuando hay evidencia de
metéastasis hacia otra parte del

cuerpo.
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Tla mayor a 1 mm vy

area de mas de 0.2 mm

hasta 5 mm. pero menos de 2 mm de
Tlb mayor a 5 mm y | tamafio.

hasta 10 mm.

T1lc mayor a 10 mm y

hasta 20 mm.

T2 la parte invasora del | N1 el cancer se ha

tumor es mayor a 20 mm
pero no mayor que 50

mm.

diseminado de 1 a 3
noédulos linfaticos axilares
con al menos 2 mm de

tamario.

T3 la parte invasora es

mayor a 50 mm.

N2 cuando se encuentra
N2a
diseminado de 4 a 9

cancer en:

nédulos axilares.
N2b

diseminado a

cuando se ha

nédulos

internos mamarios sin
encontrarse en los
axilares.

T4 cuando cae en
alguna de las siguientes
categorias:

T4a si ha crecido en la
pared del pecho.

T4b si ha crecido hacia
la piel.

T4c si ha crecido a la
pared del pecho y a la
piel.
T4d si

inflamatorio.

es un cancer

N3 cuando se encuentra
cancer en: N3a se ha
diseminado a 10 o mas
nddulos debajo del brazo
o debajo de la clavicula.

N3b

diseminado tanto a los

cuando se ha
nodulos internos
mamarios como a los
axilares.

N3c cuando el cancer se
ha diseminado a los
nédulos debajo de Ila

clavicula.
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También esta la clasificacién por grado histoldgico, basado en la descripcién de las
células del tumor bajo el microscopio, de acuerdo al sistema de grados de

Nottinngham, se puede clasificar de acuerdo a las siguientes caracteristicas [77] :

e Formacion tubular: Que tanto se parece el tumor en estructuras encontradas
en tejido normal, como los conductos mamarios de leche.

e Grado nuclear: Se evalua el tamafio y la forma de los nucleos en las células
cancerosas.

e La proporcion mitética: Se refiere al nimero de células en division celular que
estan presentes, lo que permite medir que tan rapido las células cancerosas

estan proliferando.

A cada categoria se le asigna una puntuacion del 1 al 3; siendo 1 cuando el tejido
tumoral se asemeja al normal y 3 cuando la mayoria de las células cancerosas en el
tejido tumoral son anormales. Al final se suma la puntuacion de cada categoria para

poderlos clasificar de acuerdo a [77]:

e De 3 a5 puntos — Grado G1, bajo o bien diferenciado.
e De 6 a7 puntos — Grado G2, intermedio o moderadamente diferenciado.

e De 8 a9 puntos — Grado G3, alto o pobremente diferenciado.

Por otra parte, el cancer de mama se puede clasificar en subtipos moleculares de
acuerdo al analisis de expresion de genes mediante microarreglos [78]. Una firma
genética es definida como aquel patron de expresion genética que representa un
estado bioldgico Unico [79]. Existen varias firmas genéticas que analizan diferentes
genes relacionados con la sobrevida, reincidencia o de mal prondstico de pacientes

con cancer de mama para poder definir los siguientes subtipos moleculares [80-83]:

Luminales. Se caracterizan por expresar las citoqueratinas 8 y 18. Pueden llegar a
expresar receptores a hormonas como el receptor a estrégenos (ER, por sus siglas
en inglés) o el receptor a progesterona (PgR, por sus siglas en inglés) o ambos.
Expresan genes como: el transportador del flujo de Zinc regulado por estrégenos o
también conocido como LIV1 y de la ciclina D1 (cuyo gen es el de CCND1). Suelen

responder bien a terapias hormonales [81, 84].
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Tumores que sobre-expresan el receptor al factor de crecimiento epidérmico
humano tipo 2 (HERZ2, por sus siglas en inglés). Se pueden caracterizar por que no
expresan receptores a hormonas o en muy bajos niveles de ER. Expresan mucina-1
(MUC1) y E-cadherina [85]. Se caracterizan por sobre-expresar genes como el de la
proteina 7 ligada al receptor de factores de crecimiento (GRB7, por sus siglas en
inglés) o el gen que codifica para un fosfolipasa especifica del glicosilfosfatidilinositol
(PGAP3, por sus siglas en inglés). Suelen presentar mutaciones en p53 y en PTEN.
Actualmente se utiliza Trastuzumab como terapia, un anticuerpo monoclonal contra
HER2 [86, 87].

Basales. Dentro de éstos se encuentran los que son triples negativos, ya que no
expresan ER, PgR ni HER2. Suelen tener mutaciones el gene BRCAL, que codifica
para una fosfoproteina nuclear que tiene un papel importante en el mantenimiento
de la estabilidad gendmica. Tienen una alta expresion de marcadores basales como
las queratinas 5, 6, 14, 17 y EGFR [16,24]. Los tumores de este subtipo tienden a
realizar metastasis hacia organos viscerales [39]. El tamafio de los tumores es
mucho méas grande que otros tipos de tumores, su crecimiento es mas rapido por
estar asociado a su alta expresion de genes de proliferacion. Actualmente no se tiene
una terapia dirigida para este subtipo molecular y son considerados los mas

agresivos [40].

Tumores que son parecidos al tejido normal. Aquellos que no presentan
caracteristicas de los demas subtipos, se caracterizan por la expresion de

citoqueratinas 8 y 18.

2.6 Terapias actuales contra el cancer de mama

La clasificacion de los tumores por sus caracteristicas ha llevado a que los pacientes
reciban una terapia mas dirigida de acuerdo a su subtipo. Sin embargo, también
depende de la etapa en el cancer que haya sido diagnosticado, que tan rapido esta
creciendo el tumor. Los tratamientos incluyen: cirugia, radiacion, quimioterapia,

terapia hormonal [88] .
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La cirugia ocurre al resecar el tumor, el tejido no neoplasico de alrededor (conocido
como borde) e incluso se puede llegar a remover la mama en si. En busca de ver si
células cancerosas del tumor han diseminado, se hace una biopsia del nodo linfatico
axilar ya que es el primer nodo que pudiera recibir células cancerosas hacia el
sistema linfatico. A pesar de que se haya removido todo el tumor, los pacientes
suelen recibir terapia adyuvante o post-operativa como quimio o radioterapia con el

fin de erradicar posibles células cancerosas reminiscentes [88].

La quimioterapia suele administrarse como terapia neoadyuvante o pre-operativa
para reducir el tamafio del tumor. Es la administracion intravenosa u oral de agentes
gue producen citotoxicidad en las células cancerosas o que prevén que se dividan.
Los agentes quimioterapéuticos mas usados son las antraciclinas como doxorubicina
0 epirubicina, o el uso de taxanos como paclitaxel o docetaxel, de igual manera el

uso 5-fluorouracilo, ciclofosfamida, entre otros agentes [89] .

La radioterapia es el tratamiento que usa energia de rayos X u otros tipos de
radiacion ionizante con el objetivo de eliminar a las células cancerosas o evitar que

sigan proliferando [90] .

Pacientes con tumores del subtipo luminal reciben terapia hormonal para remover o
bloguear la accién de las hormonas y asi evitar la proliferacion de células
cancerosas. La terapia hormonal incluye moduladores de la respuesta selectiva al
receptor a estrogenos (SERM, por sus siglas en inglés) o inhibidores de la aromatasa
(IA). Algunas mujeres reciben como tratamiento agonistas de la hormona
luteinizante para disminuir los niveles de estrégenos y progesterona en el cuerpo.
Otras reciben inhibidores de aromatasa para impedir que la enzima produzca
estrogeno a partir de androgenos [88]. El tamoxifen es un SERM que compite con el
ER para poderse unir al estradiol, tiene una actividad anti-proliferativa por lo que

suele utilizarse como tratamiento hormonal [91].

HER-2 es un receptor tipo tirosina cinasa, miembro de la familia de receptores a
factores de crecimiento epidérmico, su sobre-expresion se asocia con un pobre
prondéstico. Los tumores que sobre-expresan HER-2 reciben terapia anti-HER2 en
combinacion con agentes quimioterapéuticos citotoxicos. El primer agente comercial
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cuyo blanco es HER2 fue el anticuerpo monoclonal humanizado Trastuzumab
(Herceptin ®). Trastuzumab se une a la parte extracelular del receptor, inhibiendo la
proliferacion de las células que sobre-expresan HER2. El uso en pacientes ha
mejorado la sobrevida de éstos. Se utiliza como terapia adyuvante para pacientes
diagnosticados en etapas tempranas. Para pacientes con metéstasis pero que sobre-

expresan al receptor se les da Trastuzumab en combinacion con quimioterapia [92].

Lapatinib es una molécula pequefia que inhibe tirosinas cinasas, es capaz de
interferir en la sefializacion mediada por HER2. Lapatinib evita la auto-fosforilacion o
activacion de HER2 o EGFR al unirse a la cavidad de union del ATP. Los pacientes
con metastasis que sobre-expresan HER2 y ER reciben lapatinib en combinacién
con letrozole. Pacientes que ya han recibido alguna terapia de taxanos, antraciclina
y Trastuzumab pero que sobre-expresan HER2, reciben lapatinib en combinacion
con capecitabina, agente quimioterapéutico convertido a 5-fluorouracilo en el tejido
tumoral. A pesar de que se tiene una terapia dirigida a HER2, algunos pacientes
siguen avanzando en el curso de la enfermedad o presentan reincidencia por la

resistencia a Trastuzumab [93].

Los pacientes cuyos tumores son basales no reciben una terapia dirigida, su Unica
opcion es recibir quimioterapia con agentes citotoxicos. Sin embargo, se estan
estudiando proteinas como la poliribosa adenosin difosfato polimerasa (PARP, por
sus siglas en inglés). La PARP1 es una familia de enzimas que estan involucradas
en la reparacion del DNA por escision de bases, transcripcion de genes, en la

arquitectura de cromatina y apoptosis en células normales [94].

La inhibicién de PARP lleva a la acumulacién de quiebres de DNA de cadena sencilla
y por ende de doble cadena que provoca que al replicarse las células entren en
apoptosis y mueran. El uso de inhibidores de PARP1 lleva a la muerte de células con
mutaciones en BRCA, caracteristica presente en tumores del subtipo basal. El uso
de estos inhibidores como iniparib, olaparib y veliparib, estan siendo investigados

mas a fondo en pacientes con este subtipo molecular de tumor [95].

Las células cancerosas ante los tratamientos existentes como quimioterapia,
radioterapia tienden a generar resistencia dada la expresion de genes de resistencia
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a multiples farmacos. Las células cancerosas tienen transportadores
transmembranales de la familia ABCB1 dependientes de ATP que reducen la
concentracion intracelular de esos agentes quimio y radio-terapéuticos por bombas
de eflujo [96]. Ante otras terapias, las células cancerosas han encontrado como
hacerse resistentes por ejemplo, con receptores a los que los farmacos no se pueden
unir o rutas de sefalizacion activas independientes de la union del ligando al

receptor. La resistencia a las terapias existentes causa la recurrencia del cancer [97].

2.7 Células Troncales y Células Troncales Tumorales

Las células troncales normales (CT) se encuentran en bajas proporciones en los
tejidos, tienen la capacidad de auto-renovarse y diferenciarse hacia distintos tipos
celulares [98]. Se pueden dividir en dos clases funcionales: 1) las que renuevan el
tejido al reemplazar células diferenciadas maduras que mueren. 2) Las que se
activan en respuesta a factores ambientales, por ejemplo en respuesta a dafio y que
permiten la reparacion del tejido [99]. También pueden clasificarse de acuerdo a su
potencial de diferenciacion [100]: i) Totipotenciales, CT que son capaces de formar
todos los linajes del organismo, en mamiferos solo el cigoto es totipotencial. ii)
Pluripotentes, estas células son capaces de formar todos los linajes del embrion,
incluye las CT embrionarias (CTE). Las CTE son células derivadas de la masa
interna celular del blastocisto en etapas tempranas del embrién; expresan factores
de transcripcién como Oct4, Sox2 y Nanog que regulan la pluripotencia [101]. iii)
Multipotentes, que tienen el potencial de formar células restringidas a una capa
embrionaria en particular. iv) Unipotente, aquellas células que forman un solo tipo

celular en especifico.

Las células troncales tumorales (CTT) se refiere a la subpoblacion celular
cancerosa capaz de diferenciarse y auto-renovarse, sin necesariamente definir el
origen de la célula [102]. El descubrimiento de las CTT en pacientes con cancery el
estudio de su papel en la biologia de tumores indican que juegan un papel
fundamental en el curso clinico de la enfermedad. Se les ha implicado en el

mantenimiento y crecimiento del tumor contribuyendo a la a heterogeneidad celular
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del tumor [103], a la invasion, metastasis y resistencia a agente citotoxicos, radiacion
y/o quimioterapia [104]. Por lo tanto, la presencia de un mayor nimero de CTT

reduce tanto el tiempo de sobrevida libre de metastasis como la sobrevida total [105].

Las CTT pueden adquirir caracteristicas similares a las CT, en la Fig 4. Se
muestran las caracteristicas comunes que comparten: i) Autorenovacion, ii)
Capacidad de diferenciacion, iii) Actividad de la telomerasa y rutas anti-
apoptaticas, iv) Incremento en la actividad de los transportadores de membrana y
v) Supervivencia independiente de anclaje y la habilidad de migrar. Cada una de
estas caracteristicas funge una funcionalidad de acuerdo a si se presenta en CT
o en CTT [106].

En la actualidad no existe un conjunto de marcadores que sean capaces de
identificar especificamente ni sensiblemente a la subpoblacion de CTT. Sin
embargo, como se muestra en la tabla 2 se han utilizado marcadores para
describir a las CTT en diferentes tipos de canceres sin ser especificos ni

universales [107].
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Fig. 4. Caracteristicas comunes entre CT y CTT. Modificado de [106].
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Tabla 2. Poblaciones de CTT y sus correspondientes marcadores en varios tipos de

canceres. Modificado de [107]

Tipo de Céncer Marcadores

Leucemia/Linfoma CD34*, CD47+*, CD96"*, CD25", CCL-1* CD38"

Carcinoma de células escamosas | CD44*, BMI 1*, CD24*, CD133*

de cabeza y cuello

Glioblastoma multiforme CD133*, CD49f*, JAM-A, HER2", EGFRVIII*

Pulmon CD44*, CD133"

Mama ESA*CD44*/CD247" Lin", ALDH1*, CD133*,
CD61*

Ovario CD44*, CD177*

Pancreas CD44*, CD24*, ESA*

Gastrico CD44*, CD133*, ABCB1", ABCG2*

Colorectal CD44*, CD133*, CD166*, CD24"

Prostata CD44*, CD133", ALDH*

Vejiga CD44*, CD90", CD49f*

Melanoma CD20*, CD271", ABCB5*

2.8 Células Troncales Tumorales Mamarias

En el 2003 Al-Hajj y colaboradores identificaron una subpoblacién en muestras de
tumores mamarios humanos, caracterizada por la expresion de marcadores de
superficie ESA* CD44* CD24 ov |as CTTM. Se requieren 50, 000 células totales sin
separarse con base en un fenotipo en especifico para generar tumores en ratones
NOD/SCID; mientras que sdlo se requieren 200 células ESA* CD44* CD24 "°"y 1000
células CD44* CD24 % para generar tumores. Los tumores generados por ambas
subpoblaciones tienen una mezcla de células cancerosas, indicando que recapitulan

la heterogeneidad del tumor del cual provienen [108].

Las CTTM han sido aisladas y cultivadas in vitro a partir de muestras de
pacientes o de lineas celulares de cancer de mama [109, 110]. Las CTTM tienen la
habilidad de formar mamoesferas en cultivo en superficies no adherentes en

presencia de factores de crecimiento [111, 112]. Cuando se evalUa la autorenovacion
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de células con el fenotipo CD44* CD24 % mediante pases seriados de
mamoesferas, se observd que solo una fraccion es capaz de autorenovarse. Lo
anterior puede indicar que este fenotipo no es capaz de identificar todas las CTTM
[113].

CD44 es una glicoproteina de superficie celular que une &cido hialurénico, su
sefalizacion celular se encuentra involucrada en adhesion, movilidad, migracion e
invasion [114]. CD24 es una glicoproteina de superficie celular que se expresa en
bajos niveles en tumores y vinculada con la proliferacion y capacidad de realizar

metastasis [115].

Otro marcador reconocido para identificar a las CTTM, es la alta actividad de la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH, por sus siglas en inglés), asi como en CT
hematopoyéticas y neurales. Tiene un papel importante en la diferenciacion
temprana de CT a través de la oxidacién de retino hacia acido retinoico [116]. Se ha
encontrado que induce la radio-resistencia a través de la remocion de radicales de
oxigeno que son producidos durante la terapia y al generar compuestos
antioxidantes [117]. Ademas se asocia a la progresion, invasion y metastasis [118].
Otros marcadores que han sido utilizados para identificar CTTM son CD133, C49f,
CDe61.

Por otra parte, se han identificado las CTTM a partir de la desregulacion que
presentan en vias de sefalizacion como Notch, Hedgehog, Wnt. Dichas vias de
sefalizacion juegan un rol importante durante el desarrollo embrionario, se han

implicado en la resistencia a terapias e incremento en el nimero de CTTM [119].

La familia de Notch estd formada por proteinas transmembranales que se han
asociado con el destino celular en el desarrollo, por ende se encuentran expresadas
en células troncales y en progenitores tempranos [120]. Notch-4 suprime el
desarrollo de las glandulas mamarias, mientras que en cancer promueve el
desarrollo de tumores mamarios [121]. Miembros de la familia Notch se encuentran

expresados en mamoesferas y sus ligandos afectan la autorenovacion [106].
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La via de sefalizacion de Wnt se encuentra involucrada en la determinacion del
destino celular de varios tejidos, incluyendo el de la glandula mamaria [105]. En
cancer de mama la sobre-expresion de Wnt lleva a la formacion de tumores,
encontrando que B-catenina juega un papel importante en la desregulacién de

células troncales hacia CTT [122].

La via hedgehog es importante durante el desarrollo embrionario y la determinacion
del destino celular. En cancer se ha encontrado que la proteina PITCH, receptor de
membrana de la familia hedghog, tiene un papel clave en la tumorigénesis en etapas
tempranas [123].

Por otra parte, las CTTM se caracterizan por la expresion de genes reguladores de
la pluripotencia como: POU5F1 (que codifica para Oct3/4), NANOG y SOX2, que se
tienen un papel importante en el desarrollo y en la tumorigénesis. Por ejemplo, la
linea celular de epitelio mamario MCF-10A fue transducida con los factores de
transcripcion Oct4, Sox2, c-Myc y KIf4. Resultando en células parecidas a las “iPS”
(induced Pluripotent stem cells) que adoptaron el fenotipo de CTTM por su alta
expresion de CD44* CD24-, ALDH* y por tener una alta tumorigenicidad in vivo [124].

Existe la evidencia que las CTTM pudieran originarse a partir de EMT ya que son

susceptibles a la transformacion maligna y tienen comportamientos similares a las

CT y a las CTT [125]. Las células CD44+/CD24_/IOW extraidas a partir de tejidos
mamarios normales y cancerosos expresan muchos genes asociados a EMT. Las
células que han sufrido EMT se comportan como CTTM in vitro, pues son capaces
de formar diez veces mas mamoesferas que las correspondientes células control
[126].

Adicionalmente, el proceso de EMT promueve la adquisicion de un fenotipo invasivo
y metastasico en tumores mamarios [127]. Las CTTM muestran motilidad e
invasividad celular aumentadas, y sobre-expresan genes que promueven la

formacién de metastasis [128, 129].

Las vias de sefalizacion que mantienen la pluripotencia tanto en CT como en las

CTT, también regulan el proceso de EMT. Notch puede llevar a la iniciacion del
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programa al activar KFkB o al alterar la via de sefalizacion de TGF-$ [130], el cual
induce la transcripcion de factores como Snail, Twist, Six, Zeb que orquestan EMT.
TGF- se ha visto que regula el fenotipo troncal y mantiene la pluripotencia en cancer
de mama [126, 131]. La via de hedgehog permite el proceso de EMT al inducir la
expresion de un represor de E-cadherina, SNAIL1 [132]. Estos datos proporcionan
evidencia que correlaciona tres procesos celulares que son clave en la progresion
de neoplasias: el proceso de EMT, la formacion de metastasis, y la expansion de
CTT.

2.9 Las CTTM son responsivas a quimiocinas

El microambiente del tumor se ha reportado que juega un papel importante en el
soporte y mantenimiento de las CTT. La via de sefializacion de IL-6 que conlleva a
la activacion de STAT3/NFkB que se encuentra involucrada en la resistencia a
Trastuzumab y en incremento de CTTM en células HER2*. El bloqueo de la via de
sefalizacion de IL-6 in vivo inhibe la formacion de metastasis y el crecimiento del
tumor [133].

Dentro del microambiente tumoral se encuentran las quimiocinas que son proteinas
de bajo peso molecular de 8-12 kDa y que se componen de uno a tres puentes di-
sulfuro. Tienen como funcién principal regular el tréfico de leucocitos tanto en
condiciones normales como en condiciones patolégicas. Tienen la capacidad de
unirse a varios receptores. Se dividen en subgrupos de acuerdo a su estructura y
funcion. Estructuralmente se clasifican en cuatro subgrupos de acuerdo al nimero y

localizacion de los residuos de cisteinas en el amino terminal [134, 135]:

i) CXC o a-quimiocinas — tiene entre la primera y segunda cisteina un amino
acido diferente a cisteina.

i) CC o B-quimiocinas — cuando la primera y segunda cisteina queda
adyacentes.

iii)  XC o y-quimiocinas — aquellas que no tienen la primera cisteina.

iv) CXsC o d&-quimiocinas — tienen entre la primera y segunda cisteina tres
residuos.
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De acuerdo a su funcidon se dividen en las quimiocinas de homeostasis e
inflamatorias. Las de homeostasis se expresan en organos linfoides y median el
trafico de leucocitos hacia éstos érganos, juegan un papel importante en la
hematopoyesis. Las inflamatorias se expresan en tejidos dafiados o en sitios de
infeccidn para reclutar a los leucocitos, importantes en la respuesta hacia insultos
inmunolégicos como los patdégenos. Las quimiocinas pueden provenir de células
como fibroblastos, células endoteliales, CT mesénquimales (CTM) o incluso de las
células tumorales [136]; tienen la habilidad de inducir quimiotaxis, inflamacion,
vigilancia inmune y tiene un papel en la progresion del cancer tanto de manera anti

como pro-tumoral [137].

En céncer, no solo tienen efecto en las células del sistema inmune, sino pueden
tener efecto sobre las células del estroma e incluso sobre las células cancerosas
[138, 139]. Son responsables del reclutamiento de células del sistema inmune que
generan una respuesta anti-tumoral, soportan la sobrevivencia tumoral, estan
involucradas en la progresion y en metastasis [140]. Las sefiales en conjunto con
factores de crecimiento y moléculas provenientes de la matriz extracelular
establecen un microambiente favorable para: i) adquisicion de un fenotipo CTT; ii)
supervivencia, autorenovacion de las CTT e inhibir la diferenciacion [141, 142]. A
continuacion se encuentran ejemplos de quimiocinas que se han asociado al fenotipo
CTT.

2.9.1 CXCR1
En 2010, Ginestier y colaboradores estudiaron la subpoblacién correspondiente a
CTTM por la expresiéon de ALDH, identificando que esta subpoblacion sobre-
expresa el receptor CXCRL1. La poblacion CTTM ALDH* aumenta cuando se agrega
la citocina ligando al receptor IL-8 o CXCLS, al igual que aumenta la capacidad
invasiva. Al inhibir al receptor CXCR1 con un anticuerpo bloqueador o repertaxina
(molécula pequefia inhibidora de CXCR1/2) resulté en el decremento de la

subpoblacion CTTM tanto in vitro teniendo ocho veces menos formacion de
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tumoroesferas, y en modelos xenégrafos. Cabe destacar que dicho efecto no se
observé al utilizar un anticuerpo bloqueador anti-CXCR2 [143].

Al inyectar células ALDH*/CXCR1* o ALDH*/CXCRL1" a ratones NOD/SCID, ambas
subpoblaciones generaron tumores sin embargo, solo las ALDH*/CXCR1*
recapitularon la heterogeneidad del tumor de origen. El uso de repertaxina retraso
el crecimiento de tumores y el desarrollo de metéastasis en ratones NOD/SCID. IL-8
se une tanto a CXCR1 como a CXCR2, la repertaxina es capaz de inhibir ambos
receptores. Sin embargo, CXCRL1 es el que se sobre-expresa en las células ALDH*
[143].

Se trataron tumores con repertaxina o en combinacion con docetaxel lo que provoco
un decremento de un 75% de células ALDH* y de igual manera de la subpoblacion
CD44* CD24"°%, En modelos de metastasis se observé una reduccién cuando se
utilizé repertaxina, que posiblemente pudiera verse mediado por la subpoblacion
de CTTM. En este trabajo vieron que el eje IL-8/CXCR1 juega un papel regulatorio
sobre la subpoblacion de CTTM [143].

Aunado a lo anterior se ha observado que la actividad incrementada de la via de
sefalizacion de TGF-B y la expresion de IL-8 lleva al incremento de CTTM en
tumores triple negativos y a la resistencia por paclitaxel. Por ende el bloqueo de la
via de sefializacion de IL-8, preveria la expansion de CTTM [144].

2.9.2 CCRY
Es un receptor a quimiocinas cuya funcién se ha implicado en metastasis en
multiples canceres por su papel en la motilidad, migracién, adhesién y supervivencia
por inhibicion de la anoikis [145-147]. En cancer de mama existe una correlacion
entre la expresiéon de CCR7 con un pobre pronéstico, un mayor grado del tumor e

incidencia de tumores secundarios [148, 149].

El grupo de Boyle y colaboradores, en 2016 observaron que al deletar CCR7 se
veia reducida la formacibn de mamoesferas de células de epitelio mamario

trasformadas. Evaluaron fenotipos asociados a la troncalidad tanto en raton CD24*
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CD29 ", como en humano CD44* CD24, encontrando que el 90% de estas células
también expresan CCR7. La formacion de mamoesferas se vio potenciada en
células que expresan CCR7 al estimularlas con los ligandos CCL19 y CCL21; pero
cuando se utiliza un antagonista a CCR7, CCL19 (8-83) disminuye la eficiencia de

formacion de mamoesferas [150].

En ratones knockout (KO) de CCR?7 el tiempo de sobrevida es mas largo que los
gue ratones que expresan el receptor, en cuanto a la formacién de metastasis en
ratones KO de CCRY7 las metastasis se vieron disminuidas. En esos ratones KO se
evalué el porcentaje de la subpoblacion troncal CD24* CD29" la cual disminuy6
significativamente. Analizaron la capacidad de formar tumores a partir de células
capaces de formar mamoesferas dependiendo de la expresion o delecion de CCR?7,
encontrando que aquellas células que expresan CCR7 presentan tumores con un
mayor tamafio. Al utilizar CCL19 (8-83) se vieron reducidos los marcadores
asociados a troncalidad, la reduccion en la formacibn de mamoesferas y la
formacion de tumores primarios. Por lo que los autores concluyeron que CCR7 muy

posiblemente tenga un papel regulatorio en la troncalidad de las CTTM [150].

2.9.3 CXCR4
La expresion de CXCR4 en células cancerosas mamarias es alta y no asi en células
epiteliales mamarias normales. En sitios metastasicos como: nédulos, pulmon,
higado, médula ésea; se ha encontrado que CXCR4 y su ligando CXCL12 se
encuentran expresados. Se ha relacionado al eje CXCR4/CXCL12 con la capacidad
metastasica de las células, el incremento de la motilidad, migracién e invasion ante
el estimulo por CXCL12. El blogueo con un anticuerpo neutralizante a-CXCR4,
disminuyo la capacidad invasora y metastasica de las células tanto in vitro como in
vivo [145]. Dontu y colaboradores encontraron que CXCR4 fue uno de los genes
cuya expresion se vio incrementada por cuatro veces cuando las células provenian

de mamoesferas [106].

Dada la relacion de la falla de las terapias con la subpoblacién CTT, en cancer de
mama se han desarrollado sublineas celulares a partir de la linea celular MCF7 que
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son resistentes a tamoxifen (TAM-R). El desarrollo de la sublinea celular se propone
como herramienta para la identificacion de mecanismos importantes en el
mantenimiento y viabilidad de células resistentes a estos compuestos. Se ha
identificado que CXCR4 se encuentra vinculado con un factor de transcripcion del
receptor de aril hidrocarbono en la sefalizacién que regula la tumorigenicidad de
células TAM-R.

Cuando se usa el antagonista a CXCR4, AMD3100 se ven inhibidas in vitro la
proliferacion, invasion, la exclusion de colorantes como Hoechst 3342 que es
caracteristico de la subpoblacion “side population” (SD) por sus alta expresion de
transportadores ABC, e incluso disminuye el nimero de células TAM-R ALDH*. In
vivo se inhibe el crecimiento del tumor de células TAM-R [151].

3. Antecedentes

3.1 El eje CCR5/CCL5 en la progresion del cancer de mama

CCR5 es un receptor de siete pasos transmembranales acoplado a proteinas G,
media cascadas de sefializacion en respuesta de unién a sus ligandos, siendo los
principales CCL5, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1pB). Es conocido por ser el mayor
co-receptor del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) [152]. Se expresa en
linfocitos T, monocitos, macréfagos y en células dendriticas inmaduras [152].

CCL5 pertenece a la familia de quimiocinas C-C, es uno de los genes blanco de la
actividad de NFkB. Se expresa en linfocitos T, plaquetas, macréfagos, en epitelio
tubular, fibroblastos sinoviales, células endoteliales y en células cancerosas.
Recluta linfocitos T, macréfagos, eosindfilos, basdfilos a sitios de inflamacién [153-
155]. CCL5 se une a CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, GPR75, que son receptores
acoplados a proteinas G. También se une de manera atipica a ACKR1, ACKR2y a
CCRLZ2, los cuales no sefalizan [156-158].
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A pesar de que CCL5 puede unirse a otros receptores, se ha observado que al
mutar CCR5 las células de cancer de mama no son capaces de responder a la
guimiotaxis mediada por CCL5, sugiriendo entonces que el eje CCR5/CCL5 es
importante [159]. CCL5 recluta células del sistema inmune y células estromales que
promueven la formacién del tumor. Por ejemplo, se incrementa la proporcién de
macréfagos asociados al tumor (TAM, por sus siglas en inglés) que secretan
factores pro-angiogénicos y factores que suprimen la actividad antitumoral de
linfocitos T [160, 161].

El eje CCR5/CCL5 favorece la progresion tumoral al actuar como factor de
crecimiento, promoviendo la angiogénesis, modulando la matriz extracelular [162].
CCL5 contribuye a la activacion de la integrina avp3 y a la migracion celular a través
de PISK/AKT que lleva a la activacion de IKKa/3 y de NFkB. NFKB promueve la
invasion al elevar la secrecion de metaloproteinasas como MMP-2 y/o MMP-9 que

a su vez activan la sefalizaciéon de RK y de RAC [163-166].

El eje CCR5/CCL5 se ha implicado en proliferacion celular al inducir la via de mTOR
sobre-regulando la ciclina D1, c-Myc. CCL5 se ha involucrado en la resistencia de
tamoxifen en la sublineas TAM-R por la via STAT3 [167]. Por otra parte se sabe
gue CCL5 se encuentra altamente expresado en el tumor primario, en nédulos
linfaticos y en sitios metastasicos en comparacion con otras quimiocinas [155].
CCL5 es generado tanto por las células cancerosas, como células del sistema
inmune y por CTM [168-170]. Se ha encontrado que la hipoxia induce la expresién
de CCL5 y de CCR5 en células cancerosas. En condiciones de hipoxia es que se
ve inducida la migracion de las células [171]. Células troncales mesénquimales y
osteoblastos producen CCL5 que en células cancerosas inducen migracion,

invasion y migracién [168, 170].

Karnoub et al. 2007, observaron que CCL5 proveniente de CTM que son reclutadas
al estroma por células cancerosos, le confiere ventajas a las células cancerosas de
mama de colonizar sitios distantes como el pulmén. Dicho efecto sugiere que CCL5
ayuda en la extravasacion de las células al sitio secundario o bien en la motilidad

células, mediante la fosforilacion del residuo serina 473 de la proteina Akt [168].
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La induccion de la expresion de CCL5 se da por la activacién del factor de
transcripcion c-Jun, que permite que AP-1 se una al promotor de CCL5 en células
cancerosas HER2* para inducir su expresion y la del factor de células troncales
(SCF, por sus siglas en inglés). Mientras que CCL5 se ve implicado en el control de
la migracion e invasion, SCF se ha visto involucrado en la induccion del fenotipo
troncal [172].

El analisis de 2,254 muestras de pacientes de cancer de mama, demostré que
existe una correlacion con la expresion de CCR5 y de su ligando CCL5, sobretodo
en pacientes con el subtipo molecular HER2 y del subtipo basal. La expresion de
CCL5 correlaciona con la progresion tumoral. Se demostré que la transformacion
oncoldgica de células humanas epiteliales mamarias inmortalizadas induce la

expresion del receptor CCR5 [173].

Las células CCR5* mostraron una mayor invasividad celular que las células CCR5
el uso de los antagonistas Maraviroc y Vicriviroc bloqued la capacidad invasiva de
las células in vitro. El papel de CCR5 en la formacion de metastasis fue estudiado
in vivo, empleando el antagonista especifico Maraviroc. El tratamiento con
Maraviroc redujo tanto el numero como el tamafio de las metastasis pulmonares
causadas por la inyeccién intravenosa de células tumorales del subtipo basal [173].

CCL5 se ha reportado se encuentra sobre-expresada en células con un fenotipo

CD44* CD24ow [174], lo cual sugiere que CCL5 pudiera estar ejerciendo una

activaciéon autocrina de manera similar a como lo hace IL-8 o IL-6.

4. Justificacion del proyecto

Dado los antecedentes del eje CCR5/CCL5 es que en el presente proyecto se
propuso analizar la importancia del receptor CCR5 en las funciones celulares que
definen al fenotipo de las CTTM. Estos estudios podrian llevar a la identificacion de
CCR5 como marcador de CTTM o como un marcador adicional. Por otro lado, si
CCRS5 es importante en la funcion de las CTTM, este estudio llevaria a proponer su

40



inhibicion farmacolégica como una alternativa terapéutica para el tratamiento de

subtipos especificos de cancer de mama.

5. Hipotesis

La fraccion de células de cancer de mama del subtipo basal positiva para el receptor
CCR5 se encuentra enriquecida para CTT, por lo que CCR5 podria ser utilizado
como marcador de seleccion o adicional para CTTM.

6. Objetivos
6.1 Obijetivo general

Estudiar el papel del receptor CCR5 como marcador de troncalidad en células de
cancer de mama del subtipo basal.

6.2 Objetivos particulares

1. Comparar el perfil transcripcional de células CCR5" y CCR5™ de cancer de mama

del subtipo basal.

2. Generar la sublinea de cancer de mama del subtipo basal que sobre-exprese

CCR5, como herramienta de estudio.

3. Estudiar la capacidad clonogénica de células que sobre-expresan el receptor
CCR5.

4. Analizar simultaneamente la expresion de CCR5 y marcadores establecidos de

CTTM por citometria de flujo, de células que sobre-expresan al receptor CCR5.

5. Analizar la expresion y activacion de factores de transcripcion asociados a
pluripotencia (Oct4, Nanog y Sox2), de células que sobre-expresan al receptor
CCR5.
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7. Metodologia

7.1 Lineas celulares vy tratamientos

La linea celular de cancer de mama del subtipo basal, SUM-159 se cultivd en
medio F12 Ham’s (Gibco) suplementado con: 5 pg/ml de insulina (Santa Cruz), 1
pg/ml de hidrocortisona (Sigma) y 5% de suero fetal bovino (SFB, de Gibco) a 37°C
a 5% de CO,. En experimentos en los que se adiciond el ligando CCL5 (R&D
Systems) fue a una concentracion de 25 ng/ml. El antagonista a CCR5, Maraviroc
(SelleckChem) se utiliz6 a 100 nM y el correspondiente control de solvente fue
medio con 0.01% de DMSO (Sigma). La linea celular de cancer de mama del
subtipo luminal, MCF7 fue empleada como control positivo en los experimentos de
inmunoblot dada su expresion de la proteina Sox2, se cultivé en medio DMEM de
alta glucosa (4.5 g/l, Gibco) suplementado con 10% SFB (Gibco) a 37 ° Cy en una

atmosfera de 5% de CO,,

7.2 Expresion de marcadores de superficie por citometria de flujo y separacion de

subpoblaciones

Las células se cosecharon con tripsina 0.05% EDTA (Gibco) diluida 1:1 con PBS
(Gibco) para evitar eliminar artificialmente al receptor de interés. Se realiz6 una
suspension celular de 1 x 10° células en 50 pl de amortiguador de tincién (PBS
al 10% de SFB inactivado por calor). Para la tincion del receptor CCR5 se utilizaron
2.5 pl del anticuerpo aCCR5-APC contra humano/raton/rata clona CTC5 (R&D
Systems) en 50 ul del amortiguador de tincién. Para la tincion del receptor CD44 se
utilizaron 0.5 ul del anticuerpo aCD44-BV421 clona G44-26 (BD Bioscience) en 50
pl del amortiguador de tincién y para el receptor CD24 se utilizaron 2 pl del
anticuerpo aCD24-PE clona ML5 (BD Bioscience) en 50 ul del amortiguador de
tincion.

Los tubos con los anticuerpos se incubaron a 4° C en oscuridad y en agitacion
constante (200 rpm) por 30 min. Posteriormente se centrifugaron a 800 g por 5 min,

se retird el sobrenadante y se les adicionaron 100 pl de amortiguador de lavado
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(PBS al 1% de SFB inactivado por calor y 0.09% de azida de sodio). Se procedi6 a
centrifugar a 800 g por 5 min, se retiré el sobrenadante y se resuspendieron en 200
pl de PBS. Las muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo Attune NxT (Thermo
Scientific). El analisis de los datos se realiz6 con el software FlowJo 10.0.7r2 (Tree
Star).

Para separar las muestras tefiidas, las células se adquirieron en el citbmetro de
fluo FACS ARIA Ill (BD Bioscience). Se establecieron las regiones de las
subpoblaciones positivas y negativas para el receptor CCR5. La separacién celular
se realiz6 en condiciones de asepsia hacia tubos de centrifuga de 15 ml (Corning)

con medio de cultivo para SUM-159, estreptomicina y penicilina.

A las células separadas de acuerdo a los fenotipos de interés se les extrajo el acido
ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) con el kit “RNeasy Plus Mini” (QIAGEN)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con el objetivo de realizar un analisis

de microarreglos.

7.3 Ensayos de formacion de mamoesferas

Se utilizaron placas de 96 pozos de ultra-baja adherencia (Corning COSTAR)
sembrando 100 células dnicas en 100 pl de medio MammoCult (StemCell
Technologies) con suplementos de proliferacion 1:10 (StemCell Technologies),
heparina a 4 pg/ml (StemcCell Technologies) e hidrocortisona a 0.48 pg/ml (Sigma).

Las placas se incubaron a 37 ° Cy 5 % de CO,, reconstituyendo cada pozo con 50

ul del medio correspondiente a la condicion experimental cada 3 dias.

Tras 7 dias de incubacion, se documento la formacion de mamoesferas mediante
la toma de fotografias con una camara acoplada a un microscopio invertido (Nikon
Ti-U). La cuantificacion del nimero de mamoesferas se realizé con el software NIS
Elements BR (Nikon). Se consideré una mamoesfera, como una colonia de células

con un diametro mayor a 80 pum [175].
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7.4 Anélisis de microarreglos

A partir del RNA procedente de la separacion de células SUM-159 con fenotipo
CCR5 0 CCR5*, se realizaron microarreglos con el chip HuGene-1 0-st para 28,869
genes (Affymetrix) en las instalaciones de la unidad de microarreglos del Kimmel
Cancer Center, Universidad Thomas Jefferson (Dr. Richard Pestell). Los datos se
normalizaron inter e intra muestra utilizando la paqueteria de Limma del software R
Studio (Version 0.99.902.) Posteriormente con el programa “Transcriptome
Analysis Console” (TAC, V 3.1.0.5) de Affymetrix se obtuvo la lista de expresion
diferencial de genes por fenotipo y se realiz6 el mapa de calor correspondiente con
ayuda del software GEN-E [176]. La firma de expresién diferencial se alimenté al
“‘Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” (“DAVID”) [177,

178] disponible en la pagina https://david.ncifcrf.gov/ utilizando la herramienta de

anotacion funcional. Se analiz6 si los genes de expresion diferencial se encontraban
relacionados con procesos biologicos o funciones moleculares asociadas a

troncalidad.

7.5 Andlisis de enriguecimiento de sub-grupos de genes (“GSEA, por sus siglas

en inglés”)

A los datos normalizados de expresion provenientes de los microarreglos se les dio el

formato requerido para correr el analisis de GSEA, generando un archivo (extension
.gct). Se cred un segundo archivo con las condiciones fenotipicas correspondientes a

las dos condiciones biolégicas (CCR5* y CCRY5).

Para realizar la comparacion se buscaron en la literatura firmas transcripcionales
asociadas con la funcion biologica de troncalidad. Se emplearon tres firmas genéticas

de referencia:

“Consensus Stemness Ranking” (“CSR”) [179]; los genes listados se encuentran sobre-
regulados en muestras enriquecidas en CTT y en muestras de pobre prondstico en
varios tipos de cancer. No se emplearon los genes sub-regulados pues el nimero de

genes en la firma es menor a 25.
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‘Invasiveness Gene Signature” (“IGS”) [180] ; los genes contenidos se expresan
diferencialmente en muestras de pacientes con cancer de mama con el fenotipo

CD44*CD24"" lin- contra células de epitelio normal mamario.

‘induced Pluripotent Stem cells” (“iPS”) [181]; los genes listados se expresan
diferencialmente después de que se reprogramaron fibroblastos humanos hacia
células pluripotentes mediante la expresion ectopica de los factores de transcripcion
Oct4, Sox2, KIf4 y Myc.

El andlisis se realiz6 en el software “GSEA”, v2.2.3 del Broad Institute [182, 183] con
las condiciones de 1,000 permutaciones del tipo genotipico. Los desarrolladores
recomiendan el uso de estas condiciones, dado que el numero de replicados de cada

condicién (n=3) es pequena.

7.6 Generacion de sublineas SUM-159 que sobre—expresan establemente CCR5
Las células SUM-159 se cosecharon con tripsina 0.05% EDTA (Gibco), se

contaron en hematocitometro y se evaluo la viabilidad mediante el método de
exclusién de azul tripan (Sigma). Los ensayos se realizaron con cultivos con una
viabilidad celular mayor al 95%. Se sembraron 1.5 x 10° células por pozo en placas
de 6 pozos (Nunc) en 2 ml de medio correspondiente y se incubaron por 24 h a 37
°Cy5 % de COs,.

Se prepararon los reactivos para la transfeccion con lipofectamina 2000 (Life
Technologies) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se utilizaron los

plasmidos que codifican para el transgen CCR5 subclonado en el vector

pcDNA3.1+/Zeo+ y el correspondiente vector p(:DNA3.1+/Zeo+ (proporcionados por

la Dra. Eleanor Fish, Universidad de Toronto).

Los plasmidos se transfectaron a una concentracion de 2 pg/ml en 300 ul de Opti-
MEM (medio reducido en suero, ideal para la transfeccion con lipofectamina de
Gibco) diluido 1:1 en Opti-MEM con lipofectamina. Se incubaron por 24 h y

posteriormente se realizé una presion de seleccion por dos semanas con zeocina
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(antibiético de seleccién de Gibco) a 200 pg/ml como se describié previamente
[184]. De aqui en adelante a la sublinea transfectada con el vector se le nombré
SUM-159 pcDNA3.1y a la sublinea con el transgen se le nombré SUM-159 CCR5*.
La presion de seleccion se mantuvo durante todos los experimentos realizados con

estas sublineas.

7.7 Ensayos de gen reportero en respuesta a la actividad transcripcional de

promotores a factores de transcripcion asociados a pluripotencia
Las sublineas celulares SUM-159 pcDNA3.1 y SUM-159 CCR5* se cosecharon con
tripsina 0.05% EDTA diluida 1:1 con PBS. Se sembraron 8 x 10* células por pozo

en placas de 24 pozos (Nunc) en 500 pl de medio correspondiente y se incubaron
por24ha37°Cab%de CO.,.

Se realizaron co-transfecciones transitorias para estos ensayos. Se prepararon
los reactivos para la transfeccion con lipofectamina 2000 de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Se utilizaron los plasmidos cuyo reportero codifica para
el gen de la luciferasa en respuesta a la actividad transcripcional de los promotores
de los factores de transcripcion OCT4, SOX2 y NANOG subclonados en el vector
pGL3 [185, 186] (proporcionados por el Dr. Richard Pestell, Universidad Thomas
Jefferson). Se co-transfectdé con el plasmido pSV-B-Galactosidasa de promega
(donado por la Dra. Elizabeth Langley, INCAN) para normalizar la actividad relativa

de la luminiscencia de acuerdo a la eficiencia de la transfeccion.

La co-transfeccion se realiz6 a una concentracién de 0.45 pg/ml del plasmido
reportero y a 0.05 pg/ml del plasmido pSV-B-Galactosidasa en 25 pl de Opti-MEM
diluido 1:1 en Opti-MEM con lipofectamina. Se incubaron por 4 h a las condiciones
adecuadas y se retiré el medio para poder agregar medio F12-Ham suplementado

con 5 pug/ml de insulina'y 1 pg/ml de hidrocortisona.

Consecutivamente a una incubacion de 24 h se retird el medio y las células se
lisaron con 100 pl de amortiguador de extraccion (ver tabla 3) en agitacion (100 rpm)

por 10 min. Se recolecté el sobrenadante de cada pozo a un tubo de 1.5 ml ultra-
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transparente (Axygen). Posteriormente, a cada tubo se agregaron 300 pl del
amortiguador de ensayo (ver tabla 3). Al momento de la lectura en el luminémetro
(Promega), a cada tubo se agregaron 100 pl de la solucion de luciferasa (ver tabla 3).
Se obtuvo la lectura de cada uno de los tubos en unidades arbitrarias de luminiscencia.
Subsecuentemente se cuantificd la sefial de B-Galactosidasa. Se agregaron a cada
tubo 100 pl del amortiguador de reaccion (ver tabla 3) y se dej6 incubar por 1 h
(protegido de la luz y a temperatura ambiente). La lectura al lumindmetro se realizo
al agregar 100 pl de la solucion aceleradora (ver tabla 3), dichas lecturas se usaron

para normalizar las lecturas obtenidas de los pldsmidos de gen reportero.

Tabla 3. Reactivos utilizados en ensayos de gen reportero

Amortiguador Amortiguador Amortiguador Solucién de Amortiguador Solucién
GME de Extraccion de ensayo luciferasa de Reaccion Aceleradora
25 mM de Tritén X-100 al 2.6 mM ATP 0.2 mM D- 100 mM de 10 % del
amortiguador 1% Luciferina amortiguador de acelerador
T 20 mM de K . )
Glicilglicina Fosfato de sodio (Tropix
1 mMDTT Phos 10 mM DTT
pH 8 Emerald)
15 mM MgSO,
Amortiguador 1.3mMDTT Amortiguador
9 9 1 mM MgCl, 0.2Nde
4 mM EGTA GME GME
Amortiguador ) NaOH
Galacton
GME

7.8 Inmunoblot

Para determinar la cantidad de proteina de Sox2 en las sublineas celulares de SUM-
159, se lisaron 1 x 10° células con 100 pl de amortiguador RIPA con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (recién afiadidos, ver tabla 4) a 4 ° C durante 5 min. Se
recuperd el lisado para centrifugarlo a 13,000 rpm, a 4 °C por 10 min.
Posteriormente, se separo el sobrenadante, con el cual se procedio a determinar la
concentracion de proteinas mediante el método espectrofotométrico de BCA (BCA
Protein Assay Kit, Pierce — Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.
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De cada muestra 30 ug de proteina total se separaron por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes. Se utilizd un gel de poliacrilamida al 12% en
amortiguador Laemmli 6x (ver tabla 4) previamente incubado a 90 ° C por 10 min.
En el gel se incluyé un marcador de peso molecular (Precision plus protein dual
color Standard, BIO-RAD) y se corrio a 130 v por 1 h en amortiguador de corrida
(ver tabla 4).

La transferencia a la membrana de PDVF (Millipore) se realiz6 en condiciones semi-
hamedas, utilizando el TransBlot Turbo (BIO-RAD) a 1.3 A, 25 v por 10 min. La
membrana se bloque6 con TBS-Tween al 0.1% (TBST) al 5% de leche baja en grasa
por 45 min en agitacién constante. Se lavé con TBST y se procedio a incubar el
anticuerpo primario durante toda la noche a 80 rpm a 4 ° C. Para la deteccion de
Sox2 se utilizd el anticuerpo monoclonal de GeneTex (GTX627405) clona GT135
(donado por el Dr. Miguel Vargas, CINVESTAV) en una dilucién 1:1000 en TBST al
1% de leche. Terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno
con TBST.

Para la deteccion del anticuerpo primario se utilizd un anticuerpo secundario anti-
mouse conjugado con peroxidasa (IgGi-HRP, Millipore) en una dilucion 1:5000 en
TBST al 1% de leche, durante 1 h a temperatura ambiente. Al terminar la incubacion,
se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con TBST. El revelado se realizé por
guimioluminiscencia utilizando el kit de ECL Western Blotting Substrate (Pierce,
Thermo Scientific). Las membranas se expusieron a placas fotosensibles para

sistemas de quimioluminiscencia (GE, Healthcare Bio Sciences).

Como control de carga se cuantificé B-actina (Santa Cruz) en la misma membrana
empleando un anticuerpo policlonal en una dilucién 1:4000 en TBST al 1 % de leche,
después de haber utilizado un amortiguador de “stripping” (ver tabla 4) y haber
blogueado la membrana. El anticuerpo anti-B-actina se incub6 durante toda noche
en agitacion constante y a 4 ° C. La incubacion y deteccion del anticuerpo

secundario, se realiz6 como ya se describio arriba.

Las placas se escanearon para poder tener una imagen digital y asi cuantificar las

bandas correspondientes a cada proteina. Para la cuantificacion de las bandas se
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utilizé el programa ImageJ [187]. Los valores provenientes de las bandas de Sox2
se normalizaron contra los valores de las bandas de 3-actina.

Tabla 4. Reactivos utilizados para ensayos de Inmunoblot

Amortiguador Inhibidores de Amortiguador Amortiguador Amortiguador  de
RIPA proteasas y Laemmli 6x de Corrida Stripping (pH 2.2)
fosfatasas
150 mM de NaCl 2 pg/ml de Aproptinina SDS al 12% 25 nM de Tris 15 g/L de Glicina
pH 8.3
Tritén X-100 al 5 pg/ml de Leupeptina B-Mercaptoetanol 1 g/ml de SDS
1% al 30 % 192 nM de
1 pg/ml Pepstatina A - 1:100 de Tween 20
Glicina
Desoxicolato de Glicerol al 60%
1 mM de Ort dat
sodio al 0.5% mivi de Driovanadato SDS al 0.1%
de Sodio Azul de
SDS al 0.1% bromofenol al
mM de Fluorur
5 de Fluoruro de 0.012%
50 nM Tris pH8 Sodio
0.125 M de Tris
HCI

7.9 Anélisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron en el programa Prism 6 (GraphPad). Los datos
de los ensayos de mamoesferas se les realizaron pruebas de normalidad, con la
prueba de D"Agostino & Pearson. Dado que los datos se comportan como una
distribucion no normal, se realizaron pruebas de ANOVA no paramétrica de Kruskal-
Walllis con comparaciones multiples de Dunn. Los porcentajes de células positivas
de los ensayos de citometria de flujo se compararon con una t de student de dos
colas Mann-Whitney. Los datos de los ensayos de gen reportero y de inmmunoblot
se analizaron con pruebas de ANOVA no paramétrica de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples de Dunn. En todos los casos el nivel de significancia (a)
fue del 0.05%.
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8. Resultados

8.1 Capacidad clonogénica y andlisis del perfil transcripcional de células CCR5*
de la linea celular SUM-159

Se determind por citometria de flujo la expresion de CCR5 en la linea celular SUM-

159, el porcentaje de células que expresan el receptor varia de un 1 a un 3%. Para
analizar las diferencias en células CCR5* se realizé una separacion celular por
citometria de flujo. El analisis “post-sorting” muestra que no se tienen células
positivas para CCR5 en aquellas que se separaron como CCR5", mientras que
aquellas consideradas como CCR5* tienen un nivel de expresion de un 78% (Fig.
5A). Con dichas muestras se procedio a: i) realizar mamoesferas y ii) extraer el RNA

para poder realizar un analisis de microarreglos.

En cuanto a los ensayos de mamoesferas se muestra que el fenotipo CCR5* forma
el doble del nimero de mamoesferas que el fenotipo CCR5" (Fig. 5B). Por otra parte
los datos de expresion transcripcional obtenidos por el analisis de microarreglos se
normalizaron inter e intra muestra para obtener una lista de genes de expresion
diferencial entre los fenotipos CCR5* y CCR5'. En la Fig. 5C se muestra un mapa
de calor de los genes de expresion diferencial y el analisis de anotacion funcional

para procesos biologicos y funciones moleculares realizado con “DAVID”.

En su mayoria los genes que se expresan diferencialmente corresponden a RNAs
pequefios, nucleares o nucleolares. Con el andlisis de anotacién funcional con
“‘DAVID” se encontré que estos genes sub-expresados en el fenotipo CCR5* se
encuentran involucrados en la biosintesis de proteinas, en la regulacién negativa de
la proliferacion y del tamafio celular, asi como en la unién de RNA y en la estructura
del ribosoma. Sin embargo, no se identific6 ninguna funcién molecular ni proceso

bioldgico de troncalidad.
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Fig. 5. Clonogenicidad y genes de expresion diferencial de células SUM-159 CCR5* y CCR5'.
A) Cuantificacion de la expresion de CCR5 por citometria de flujo en SUM-159 y analisis de la
expresion de CCR5 “post- sorting” en ambas muestras. B) Mamoesferas a partir de las células
sorteadas en A. ** P < 0.01 (Prueba estadistica, t de student no pareada). C) Mapa de calor de genes
de expresion diferencial entre los fenotipos CCR5* y CCR5  y el correspondiente analisis de
anotacion funcional (DAVID).

8.2 Andlisis de enriguecimiento de sub-grupos de genes (“GSEA”) de células
CCR5* de la linea celular SUM-159

Un segundo andlisis de los datos del perfil transcripcional se comparé si el fenotipo

de interés se encontraba enriquecido en un conjunto de genes que se han asociado

a troncalidad. [183]. Analizando genes de la firma “CSR”, un subconjunto de genes
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sobre-regulados esta enriquecido en el fenotipo CCR5*, lo que puede significar que la
expresion del receptor pudiera identificar a células con funciones asociadas a
troncalidad (Fig. 6A). Al analizar la firma de “iPS”, los genes sobre-regulados se
encontraron enriquecidos el fenotipo CCR5" indicando que pudiera contener una
subpoblacion de células con caracteristicas troncales (Fig. 6B). Por ultimo los
resultados con la firma “IGS” muestran que el fenotipo CCR5" se encuentra

enriquecido tanto en los genes sobre-expresados como en los sub-regulados (Fig.
6C vy 6D).
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Fig. 6. GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) de células SUM-159 CCR5" y CCR5". A) Gréfica
de enriquecimiento de genes sobre-regulados de la firma “CSR” (Consensus Stemnesss Ranking).
B) Grafica de enriquecimiento de genes sobre-regulados de la firma “iPS” (induced Pluripotent Stem
Cells). C) Grafica de enriquecimiento de genes sobre-regulados de la firma “IGS” (Invasiveness Gene
Signature). D) Grafica de enriquecimiento de genes sub-regulados de la firma “IGS”.
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8.3 Sobre-expresion de CCR5 en la linea celular SUM-159

Los resultados muestran que existe una posibilidad de que la expresién de CCR5
identifique a células con caracteristicas de CTT. Lo anterior y tomando en cuenta
los antecedentes del proyecto es que se procedi6 a la generacion de la sublinea
celular SUM-159 que sobre-expresa CCR5, para evaluar el papel del receptor en la
troncalidad (Fig. 7A).

Tras la seleccion con zeocina por 7 dias, se evaluo la expresion de CCR5 en las
sublineas por citometria de flujo. Como se observa en la Fig. 7B la sublinea SUM-
159 CCR5* tiene un 89% de células positivas para CCR5. La sublinea SUM-159
pcDNA3.1 tiene un 4% de células positivas para CCR5, valor similar a la expresion

en la linea parental. Estas sublineas generadas se utilizaron en ensayos

posteriores.
A T w—
La linea celular SUM 159 fue transfectada por R e
lipofectacion con los siguientes plasmidos: < R
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Fig. 7. Generacion de sublineas de SUM-159. A) Esquema de lipofectacién para la generacion de
sublineas SUM-159 pcDNA3.1 y SUM-159 CCR5*. B) Analisis de la expresién de CCR5 por
citometria de flujo de las sublineas generadas. La subpoblacién azul corresponde a la
autofluorescencia (AF), mientras que la subpoblacion roja corresponde a la muestra tefiida con
aCCR5-APC.
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8.4 Efecto de la sobre-expresiéon de CCR5 en la capacidad clonogénica de las
sublineas de SUM-159

Con las sublineas celulares se realizaron ensayos de formacién de mamoesferas
para poder estudiar el efecto de la sobre-expresion de CCR5 sobre la capacidad
clonogénica SUM-159 CCR5*. Dado que se ha observado que la activacion o la
inhibiciébn de receptores a quimiocinas afectan la capacidad clonogénica de las
células [143, 188], se trabajo en presencia del ligando CCL5 y del antagonista

Maraviroc.

La sublinea celular SUM-159 CCR5* muestra una mayor eficiencia en la formacién
de mamoesferas en comparativa con la sublinea celular SUM-159 pcDNAS3.1. Sin
embargo, la activacion de CCR5 con CCL5 o la inhibicién con Maraviroc no afecta
la eficiencia de la formacién de mamoesferas en ninguna de las sublineas de SUM-
159 (Fig. 8).
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A S = M. Suplementado L = 25 ng/ml CCL5 D =DMSO 0.01% M =Maraviroc 100 nM
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Fig. 8. Formacion de mamoesferas de las sublineas de SUM-159. A) Eficiencia de formacién de
mamoesferas por sublinea celular y condicién experimental. B) Fotografias representativas de
mamoesferas formadas por sublinea celular y condicion experimental. S = Medio MammoCult
Suplementado. L =S + 25 ng/ml de CCL5. D = S al 0.01% de DMSO. M = S + Maraviroc 100 nM. Se
realizaron 3 experimentos independientes, cada uno con * el error estandar de la media. * P < 0.05,
** P <0.01, ** P <0.001 (Prueba estadistica de Dunn).

8.5 Efecto de la sobre-expresion de CCR5 sobre el porcentaje de células
CD44*CD24 de las sublineas de SUM-159

Dado que la sobre-expresion del receptor CCR5 aumenta la eficiencia de la
formacion de mamoesferas se evalud: i) el porcentaje de CD44*/CD24 en las
células CCR5* y CCR5" por citometria de flujo y ii) la expresiéon de factores de
pluripotencia.
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La sublinea SUM-159 pcDNA3.1 no muestra una diferencia significativa de la
proporcion de células CD44*/CD24- con respecto a la sublinea SUM-159 CCR5" tall

como se muestra en la Fig. 9.
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Fig. 9. Expresion del fenotipo CD44%/CD24 en sublineas de SUM-159 de acuerdo a la
expresion de CCR5. A) Expresion de CCR5 y de CD44*/CD24 en sublineas de SUM-159. B)
Porcentaje de células CD44*/CD24" en células CCR5* y CCR5" en sublineas de SUM-159. Se

realizaron 2 experimentos independientes, cada uno por duplicado. * P < 0.05, ** P < 0.01, ** P <
0.001 (Prueba estadistica Mann-Whitney).
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8.6 Efecto de la sobre-expresiéon de CCR5 sobre la actividad transcripcional de los

promotores a factores de transcripcidn asociados a troncalidad

Se realizaron transfecciones transitorias con plasmidos reporteros de luciferasa en
respuesta a la actividad transcripcional del promotor de los factores de transcripcion
OCT4, NANOG y SOX2. Los resultados se normalizaron contra la sefial obtenida

del vector vacio pGL3.

La sefial de luciferasa en respuesta a la actividad transcripcional del promotor de
OCT4 fue la mas baja, incluso menor que la sefial proveniente del vector pGL3 (Fig.
10A). En cuanto la actividad transcripcional del promotor de NANOG no
encontramos una tendencia clara de cémo se pudiera estar comportando entre
sublineas (Fig. 10B). Al medir la sefial de la luciferasa en repuesta a la actividad
transcripcional del promotor a SOX2 encontramos que la sefial fue mas alta que con
los otros factores de transcripcion, y que la sefial proveniente de la sublinea SUM-
159 CCR5* es mayor con respecto a la seial de SUM-159 pcDNA3.1 (Fig. 10C).

La adicion del ligando CCL5 a la sublinea celular SUM-159 pcDNA3.1 no provoco
una diferencia significativa en la sefial de la luciferasa correspondiente a la actividad
transcripcional de los tres promotores de los factores de transcripcién evaluados.
En contraste con las sefiales provenientes de la sublinea celular SUM-159 CCR5*,

gue disminuyeron con la adicion de CCL5, sin ser estadisticamente significativo.

Dado que se realizaron transfecciones transitorias la eficiencia de la transfeccién
puede ser diferente entre sublineas, por lo anterior decidimos co-transfectar con el
plasmido para 3-galactosidasa y asi medir la eficiencia de la misma. Estos ensayos
se hicieron para SOX2, donde vimos una mayor diferencia de sefial entre sublineas
y de la adicion de CCL5. La sefial de luciferasa en respuesta a la actividad
transcripcional del promotor de SOX2 se normaliz6 con la sefial proveniente de [3-
galactosidasa y posteriormente a la proveniente del vector vacio pGL3. Como se
observa en la Fig. 11A la tendencia parece conservarse, la sublinea SUM-159
CCR5* tiene una mayor sefial que SUM-159 pcDNA3.1 y que al adicionar CCL5

dicha sefal disminuye.
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Fig. 10. Efecto en la actividad transcripcional de los promotores a factores de transcripcion
asociados a pluripotencia en sublineas de SUM-159 en presencia de CCL5. A) Actividad
normalizada de la luciferasa en respuesta a la actividad transcripcional del promotor de OCT4 en
sublineas de SUM-159. B) Actividad normalizada de la luciferasa en respuesta a la actividad
transcripcional del promotor de NANOG en sublineas de SUM-159. C) Actividad normalizada de la
luciferasa en respuesta a la actividad transcripcional del promotor de SOX2 en sublineas de SUM-
159. Se realizaron 4 experimentos independientes, sefial normalizada contra pGL3 (Prueba
estadistica de Dunn).

8.7 Efecto de la sobre-expresion de CCR5 en el nivel de la proteina Sox2

Dichos ensayos de gen reportero nos llevaron a buscar si existen diferencias entre
las sublineas de SUM-159 en la proteina de Sox2, por lo que se realizaron
inmunoblots. Para estos se utiliz6 como control positivo a la linea células de cancer
de mama MCF7, que ya se sabe que expresa Sox2 [189]. De acuerdo a la Fig. 11B
y 11C entre sublineas de SUM-159 no existe diferencias en la expresion de la

proteina Sox2.
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Fig. 11. Expresion de Sox2 en las sublineas de SUM-159. A) Actividad normalizada de la
luciferasa con respecto a la sefial de B-galactosidasa en respuesta a la actividad transcripcional del
promotor de SOX2. n=3 * el error estandar de la media, normalizados contra la sefial de -
Galactosidasa y posteriormente de pGL3. B) Inmunoblot representativo, donde se muestra la
expresion de Sox2 y de B-actina de MCF7, SUM-159 pcDNA3.1 y SUM-159 CCR5*. C)
Cuantificacion del nivel de la proteina Sox2 en MCF7 y en las sublineas SUM-159 pcDNA3.1 y SUM-
159 CCR5*. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (Prueba estadistica de Dunn). n=3 experimentos

independientes = el error estandar de la media.
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9. Discusién

El cancer de mama sigue siendo una de las principales causas de muerte por cancer
en mujeres a nivel mundial a pesar de los tratamientos existentes. El estudio de la
relevancia de las CTT en la progresion de tumores ha llevado a la identificacion de
su papel en la resistencia a las terapias actuales y en la reincidencia del cancer. En
cancer de mama las CTT se han identificado mediante el fenotipo CD44*/CD24, sin
embargo las lineas celulares en las que el 90% de las células presentan este
fenotipo no son mas tumorigénicas que aquellas lineas celulares que solo presentan
5% [110]. Lo anterior indica que soOlo un subgrupo de estas células tiene
caracteristicas de CTTM, requiriendo entonces la identificacion de marcadores

adicionales para las CTTM.

El receptor a quimiocinas CCR5 tiene un papel clave en la invasién y en la
capacidad de realizar metastasis en células de cancer de mama [173] y de cancer
de prostata [190]. La invasion y la metastasis son caracteristicas propias del
programa de EMT, que se ha implicado directamente con la ganancia del fenotipo
de las CTTM [126]. Lo anterior nos llevé a estudiar el posible rol del receptor CCR5
enlas CTTM.

Para evaluar la clonogenicidad y el perfil transcripcional de células de cancer de
mama que expresan CCR5 se separaron por “sorting celular” las poblaciones
CCR5*y CCR5 a partir de la linea celular SUM-159. En cuanto a la clonogenicidad,
las células con el fenotipo CCR5* tienen una mayor eficiencia en la formacién de
mamoesferas que las que tienen el fenotipo CCR5". Con anterioridad se ha
demostrado que otros receptores a quimiocinas como CXCR1 o CXCR4 son
importantes en el mantenimiento del fenotipo troncal, por lo que su expresion afecta
la formacién de mamoesferas [143, 188]. Los datos obtenidos sugieren que el
receptor CCR5 se expresa en células con mayor capacidad clonogénica y que

pudiera tener un rol importante en el mantenimiento del fenotipo troncal.

Para comparar el perfil transcripcional entre células CCR5* y CCR5" se realizaron
microarreglos. Los genes expresados diferencialmente se analizaron con la

herramienta de anotacion funcional “DAVID” que nos permitié determinar si alguno
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de los fenotipos expresaba diferencialmente genes que participan en funciones
moleculares o procesos biologicos de troncalidad. El analisis con “DAVID” no
encontré lo anterior pero identificé que genes sub-expresados en el fenotipo CCR5*
se relacionan con procesos biolégicos como la biosintesis de proteinas y de la etapa

de elongacion de la traduccion.

Dentro de estos genes de expresion diferencial se encuentran RNAs pequefios
nucleolares (snoRNA, por sus siglas en inglés) no codificantes. Los snoRNA tienen
un tamafio de 60 a 300 pb y suelen ser componentes vitales de riboproteinas
pequefias nucleolares (snoRNPs, por sus siglas en inglés) [191]. Los snoRNA son
encargados de guiar las modificaciones quimicas de los RNA de transferencia y
ribosomales por pseudo-uridilacion o metilacion. En células CCR5* se encontraron
sub-expresados snoRNA como: 1) SNORD13 que es requerido para el corte pre-
rRNA [192, 193]; 2) SNORD33 que guia la metilacién del rRNA [194]; 3) SNORD48
gue dirige la metilacion de la 2"-O- ribosa en la biogénesis del ribosoma [195] y que
en cancer de mama se encuentra correlacionado negativamente con el grado de
tumor y sobrevida [196]; y 4) SNOR78 que en cancer de pulmén de células
pequefias en conjunto con el SNORDS33 y otros snoRNA sirven como prondstico por
encontrarse sobre-expresados [197]. El papel de los snoRNA en la tumorigénesis
aun se desconoce dado que se sigue estudiando su rol en la biologia de las células
cancerosas [198] por lo que incluso pudieran estar implicados en funciones de las
CTT.

Que varios snoRNA se encuentren sub-expresados en las células CCR5* pudiera
significar que la biosintesis de proteinas esta disminuida. En CTE, la traduccién de
los RNA mensajeros (MRNA) es menor que en su progenie diferenciada. La
induccion de la diferenciacion celular incrementa los niveles de transcritos y la
sintesis de proteinas [199, 200]. Por otra parte se ha visto que en las CTE existe
una correlacion positiva entre la actividad incrementada del proteosoma y la
expresion de factores de pluripotencia [201]. Durante la diferenciacién de las CTE
la sintesis de proteinas se incrementa, por lo gue bajos niveles de traduccion y una

alta degradacion de proteinas promueven el mantenimiento de las CTE [202].
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Blanco et al., 2016 demostraron en un modelo de piel que células troncalesy CTT
tienen bajos niveles de sintesis de proteinas, como consecuencia de su estado
troncal [203]. Lo anterior pudiera sugerir que las células CCR5* se comportan de
igual manera que las CTE, dado que los genes de expresion diferencial sub-

expresados participan en la biogénesis de proteinas.

Dado que el analisis de anotacién funcional no encontré una asociacion directa con
la troncalidad decidimos utilizar el analisis de “GSEA” para contrastar los datos de
expresion génica de células CCR5* y CCR5 con firmas genéticas previamente
reportadas. Las firmas seleccionadas provienen de comparar el perfil transcripcional
de células con un fenotipo troncal y el de células no troncales, dichas firmas las

denominamos como firmas de troncalidad.

La firma “CSR” proviene del consenso de 4 firmas de troncalidad cuyos genes se
expresan diferencialmente en: 1) CTE de raton y de humano; 2) CTE de humano;
3) Células de cancer de mama con el fenotipo CD44* CD24 oV lin- altamente

tumorigénicas; 4) Fibroblastos humanos reprogramados hacia células pluripotentes.

Shats et al., 2013 demostraron que la firma “CSR” es capaz de identificar fenotipos
relacionados con la troncalidad en varios tipos de cancer. Para corroborarlo
confrontaron la firma contra datos de expresion génica provenientes de células
separadas por un fenotipo especial y de muestras clinicas de varios tipos de tumor
[179]: 1) En células de glioblastoma el perfil de expresién de células CD133*
correlacionan positivamente con la firma y estas células muestran propiedades de
CTT [204]. 2) Las lineas celulares con un alto porcentaje de células CD44*/CD24-
/[ESA™, presentan una mayor agresividad, tumorigenicidad y su expresion diferencial
de genes correlaciona positivamente con la firma [110]. 3) En muestras clinicas de
adenocarcinoma de pulmén, una mayor correlacién con la firma identifica a
pacientes con un pobre prondstico y sobrevida reducida [205]. 4) En pacientes con
meduloblastoma, aquellos con un pobre prondstico muestran una correlacion
positiva con la firma [206]. Al comparar nuestros datos de expresion diferencial de
genes entre los fenotipos CCR5" y CCR5  con la firma “CSR”, encontramos que un

sub-conjunto de genes sobre-expresados de la firma se encuentra enriquecido en
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el fenotipo CCR5*, lo cual sugiere que la expresién del receptor se asocia a

propiedades troncales.

Posteriormente contrastamos los datos de expresion diferencial entre los fenotipos
CCR5* y CCR5  con la firma “IGS” que proviene de la comparacion del perfil
transcripcional de células CD44*/CD247°% de cancer de mama con células de
epitelio mamario normal. La firma “IGS” se ha confrontado a la expresion génica de
datos clinicos provenientes de pacientes con cancer de mama, prostata y de
meduloblastoma. Datos de pacientes cuya sobrevida fue baja y con una alta
recurrencia, tuvieron una correlacion positiva con la firma [180]. En nuestro caso los
datos de expresion diferencial provenientes del fenotipo CCR5* se encuentran
enriquecidos tanto en los genes sub-expresados como en los sobre-expresados de
la firma. Por lo que esta firma no nos ayudé a discernir si el receptor permite la
identificacion de las CTTM. Nuestros resultados pudieran sugerir que solo es capaz

de identificar cierta subpoblacion de CTTM con caracteristicas especificas.

Por dltimo, comparamos los datos de expresion diferencial entre los fenotipos
CCR5* y CCR5 con la firma “iPS” que proviene de los genes expresados
diferencialmente en fibroblastos humanos reprogramados mediante la expresion
ectdpica de cuatro factores de transcripcién que inducen pluripotencia: Oct4, Sox2,
Klf4 y Myc [181]. De acuerdo a nuestro analisis, el fenotipo CCR5" se encuentra
enriquecido en genes sobre-expresados de la firma “iPS”, lo cual no era lo que se
esperaba. Lo anterior pudiera deberse a la diferencia en el origen celular, los
fibroblastos reprogramados son de origen mesénquimal [207] mientras que las
células de cancer de mama tienen un origen epitelial [106] dificultando que la firma
pueda identificar a las CTTM. Hoy en dia sigue habiendo controversia acerca de si
las “iPS” comparativamente con las células troncales embrionarias son o0 no
distintos tipos celulares. Algunos han reportado que son poblaciones indistinguibles
[208], mientras otros resaltan que difieren en su firma molecular [209], en su
metilacion del DNA [210] o en el potencial de diferenciacion [211]. Por lo anterior

pudiera ser que la firma “iPS” no es la ideal para la identificacion de CTT.
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El analisis de “GSEA” de las tres firmas de troncalidad nos permitié conocer que los
genes expresados diferencialmente en las células CCR5*" no correlacionan
claramente con genes de expresion diferencial del fenotipo de las CTT. Por lo que
nos intereso evaluar la clonogenicidad, la expresion de marcadores y la actividad
transcripcional de genes asociados a la troncalidad en funcion de la sobre-expresion
del receptor CCRS.

Para poder tener un sistema de estudio en el cual las células mayoritariamente
expresaran CCR5, creamos una sublinea celular de SUM-159 que sobre-expresa
el receptor CCR5 mediante la transfeccion con el pldsmido pcDNA3.1*/Zeo* que
contiene el transgen. Para corroborar la sobre-expresion del receptor evaluamos
mediante citometria de flujo el porcentaje de células que lo expresan tanto en la
linea celular SUM-159 como en las sublineas generadas. El porcentaje de células
gue expresan CCR5 en la linea celular SUM-159 reportado es de un 6% [173], en
nuestro caso un 2% de células expresan CCR5, siendo un porcentaje menor a lo
esperado. La sublinea SUM-159 pcDNAS3.1 transfectada con el vector tuvo un 4%
de células positivas a CCR5, lo que indica que la transfeccion con el vector no
aumenta el numero de células que expresan el receptor mas all4 de lo reportado
previamente. Por ultimo en la sublinea SUM-159 CCR5* observamos que un 90%
de las células expresan CCR5, por lo que nos permitié tener un sistema en el cual

pudimos evaluar el rol del receptor en la troncalidad.

Con estés sublineas evaluamos la clonogenicidad mediante ensayos de formacion
de mamoesferas. La eficiencia de formacion de mamoesferas fue mayor en la
sublinea SUM-159 CCR5* comparativamente con la sublinea celular SUM-159
pcDNA3.1. También evaluamos la formacién de mamoesferas en presencia del
ligando CCL5 de CCR5 o de su antagonista Maraviroc [100 nM]. Se tiene evidencia
experimental que receptores a quimiocinas como CXCRL1 en presencia del ligando
tienen un aumento en la eficiencia de formacion de mamoesferas o en presencia de
un antagonista hay una disminucion en el nimero de mamoesferas [143]. Nuestros

datos muestran que ya sea que se agregué CCL5 o Maraviroc a las sublineas de
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SUM-159 no hay cambio en el porcentaje de células capaces de formar

mamoesferas.

Dado que hay evidencia que los receptores a quimiocinas tienen la capacidad de
formar homo y heterodimeros [212], existe la posibilidad que se pudieran estar
formando heterodimeros de CCR5 con otros receptores a quimiocinas. La union de
ligandos a los heterodimeros pueden modular su conformacion ya sea
guebrantandola o estabilizandola [213]. Se sabe que las vias de sefalizacion
activas en los heterodimeros son distintas a las de los homodimeros [214]. En la
linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 se ha demostrado que hay
formacion de los heterodimeros de los receptores a quimiocinas CXCR4 y CXCR7
gue participan en la migracion dependiente de la adicién del ligando SDF-1
mediante la sefalizacion de B-arrestina [215]. Por lo anterior se sabe que es posible
que se formen heterodimeros entre receptores a quimiocinas y jueguen un papel
importante en la carcinogénesis. El receptor CCR5 tiene la capacidad de formar
homo y heterodimeros con otros receptores a quimiocinas como CCR2 [216] o
CXCRA4 [217]. Para saber si esto ocurre en nuestro sistema de estudio podriamos
medir si existen los heterodimeros en presencia y ausencia de los ligandos por co-
inmunoprecipitacion e inmunoblot. Ademas podriamos utilizar el método de
transferencia de energia de resonancia (RET, pos sus siglas en inglés) para evaluar
las interacciones de los receptores, su dinamica de conformacion en presencia o en
ausencia de los ligandos CCL5 y SDF-1. Probablemente sea necesario que ambos
ligandos se encuentren presentes para que podamos ver un efecto potenciador en

la formacion de mamoesferas.

También evaluamos el porcentaje de células CD44*/CD24 en células CCR5* y
CCRS5 por citometria flujo y la actividad transcripcional de factores de transcripcion
asociados a pluripotencia mediante ensayos de gen reportero. Al evaluar la
expresion del fenotipo CD44*/CD24 en células CCR5 y CCR5* no observamos
diferencias en el porcentaje de células que expresan CD44*/CD24, sugiriendo que
CCRS5 no ayuda a identificar la subpoblacién de CTTM. En 2014 Liu y colaboradores

identificaron que en cancer de mama existen dos estados de CTTM que pueden ser
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identificados por la expresiéon de marcadores especificos y que tienen perfiles
transcripcionales diferentes. Aquellas que tienen un fenotipo parecido al
mesénquimal se caracterizan por la expresion del fenotipo CD44*/CD24 y por ser
guiescentes. Por otro lado, aquellas que tienen un fenotipo parecido al epitelial se
caracterizan por la expresion de ALDH y por ser altamente proliferativas [218]. Para
poder saber si CCR5 podria ser un marcador que identifique a la subpoblacion de
CTTM con fenotipo epitelial podria medirse la co-expresion de ALDH y CCR5. De
igual manera se podrian medir otros marcadores asociados a troncalidad como por
ejemplo ESA [111] o CD49f [219] para determinar si CCR5 es capaz de identificar
alguna de estas subpoblaciones.

Para evaluar la actividad transcripcional de los factores de transcripcion asociados
a la pluripotencia en CTT [220] se realizaron transfecciones transitorias en las
sublineas de SUM-159 con plasmidos de gen reportero a las secuencias promotoras
de los genes OCT4, NANOG o SOX2 [185, 186]. En el caso de OCT4 la sefal
obtenida fue menor a la proveniente del vector pGL3 por lo que no nos permitid
concluir al respecto a la actividad transcripcional del gen. Las sefales obtenidas del
gen reportero de NANOG no muestran que haya diferencia marcada entre sublineas
por lo que lo descartamos para ensayos posteriores. Sin embargo, en el caso de
SOX2 encontramos que hay una mayor sefial en la sublinea celular SUM-159
CCR5*".

En ensayos posteriores utilizamos el plasmido de pSV-B-Galactosidasa como
control de la eficiencia de la transfeccion. En esos ensayos corroboramos que en la
sublinea celular SUM-159 CCR5* la actividad transcripcional de SOX2 es mayor en
comparativa con SUM-159 pcDNAS3.1. La expresion de SOX2 en cancer de mama
se correlaciona con un grado y tamafio mayor del tumor, ademas se encuentra
involucrado en procesos de proliferacion, formacién de mamoesferas, invasion y
tumorigénesis [221, 222]. Se sabe que el knock-out de SOX2 inhibe la formacion de
mamoesferas y su sobre-expresion las incrementa [221]. Por lo anterior

proponemos que la alta actividad transcripcional de SOX2 podria ser parte del
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mecanismo por el cual el receptor CCR5 estd potenciado la formacién de

mamoesferas.

Dado que observamos una mayor actividad transcripcional del gen SOX2 en la
sublinea SUM-159 CCR5*, decidimos medir el nivel de la proteina mediante
inmunoblot, encontrando que no habia diferencias en los niveles entre las sublineas
de SUM-159. Lo anterior podria deberse al control sobre la traduccion que regula
gue transcritos se traducen bajo ciertos contextos de manera independiente a su
abundancia [223]. En CTT provenientes de glioblastomas se ha demostrado que
SOX2 se encuentra regulado a nivel de la traduccion de manera independiente al
nivel del transcrito [224]. Tomando en cuenta que el contexto es importante para el
control de la traduccion y que SOX2 puede ser regulado a este nivel, podria ser que
por eso no veamos diferencias en el nivel de la proteina entre las sublineas de SUM-
159 en cultivos 2D. Podriamos medir el nivel de la proteina por inmunoblot de
células que ya formaron mamoesferas, contexto bioldgico en el cual observamos
gue el receptor CCRS5 tiene un papel clave y en el cual pudiera ser que observemos

diferencias en el nivel de la proteina Sox2.

10. Conclusiones

e El analisis de los genes de expresion diferencial entre las poblaciones CCR5*
y CCR5, nos permitié identificar que en células CCR5* hay un subconjunto
de genes sobre-expresados de la firma de troncalidad “CSR”, que se
encuentran enriquecidos.

e El receptor CCR5 tiene un papel importante en la capacidad clonogénica ya
que las células CCR5* tienen una mayor eficiencia en la formaciéon de
mamoesferas. La presencia del ligando CCL5 o del antagonista Maraviroc no
afecta la formacién de mamoesferas.

e El porcentaje de células que presentan el fenotipo CD44*/CD24 en células
CCR5" y CCR5" es similar; por lo que CCR5 no es de utilidad para identificar
a la subpoblacion troncal tumoral.

e Las células CCR5™" tienen una mayor actividad transcripcional del gen SOX2,
sin verse reflejado en el nivel de la proteina.
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