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RESUMEN

El cancer de mama (CaMa) es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en
mujeres a nivel mundial y en México. Se ha reportado que la recurrencia del CaMa
se presenta de 5 a 10 afios después del tratamiento quimioterapéutico

convencional.

Recientemente se propone que existe una subpoblacion de células tumorales que
son las responsables de la recurrencia del cancer; a esta subpoblacion tumoral se
le denomina células troncales de cancer (CTC) o cancer stem cells (CSC). Las
CSC tienen caracteristicas que le confieren un fenotipo mas maligno, algunas de
éstas son: resistencia a farmacos antineoplasicos, resistencia a radioterapia, auto-
renovacion, tienen una baja tasa de proliferacion, llevan a cabo transicion epitelio-
mesénquima (EMT), invasién y tienen capacidad para realizar metastasis. Ademas
presentan marcadores caracteristicos relacionados con un fenotipo mas maligno

(metastéasico) de las células.

Actualmente ninguna terapia convencional es totalmente eficiente para erradicar el
riesgo de una recurrencia en CaMa ya que se demostré que los tratamientos
convencionales con doxorrubicina y taxol no ocasionan muerte de las CSC e
incluso después del tratamiento se encuentra esta poblacién enriquecida lo cual es

un factor de pobre prondstico en pacientes con CaMa.

Es de gran importancia la blusqueda de blancos terapéuticos especificos contra
estas células resistentes (CSC) pues la recurrencia del CaMa es la principal causa

de muerte en pacientes con ésta enfermedad.

Modificaciones en la regulacion del metabolismo energético es un sello
caracteristico del cancer (hallmark). A pesar de la heterogeneidad dentro del tumor
sélido el suministro de ATP continla dependiendo de la glucdlisis y de la
fosforilacion oxidativa (FO). De esta manera, se establece que la inhibicion
selectiva del metabolismo energético tumoral prevalente puede tener un impacto
significativo en el tratamiento del cancer. Estudios previos han determinado que

las CSC de CaMa dependen energéticamente de la FO ya que ésta es la via que
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aporta en mayor proporcion ATP sobre la glucdlisis. Lo anterior indica la necesidad
de realizar una terapia anti-mitocondrial en las CSC de mama ya que el
metabolismo energético es la Unica forma que tiene la célula de adquirir ATP para
llevar a cabo sus funciones bioldgicas. Sin embargo, hasta el momento no se ha
inhibido el metabolismo energético mitocondrial y evaluado su efecto sobre la
viabilidad en CSC de CaMa.

En este trabajo se mimetizaron las condiciones microambientales en las que se
encuentran las CSC (hipoxia, bajas concentraciones de glucosa y exposicion a
farmacos antineoplasicos) para seleccionar y enriquecer la fraccibn de estas
células a partir de cultivos en monocapa de la linea celular MCF7. Al medir los
marcadores de troncalidad y caracteristicas como, sobreexpresion de P-
glicoproteina y su capacidad de invasion, demostramos que las células obtenidas
comparten algunas caracteristicas con las CSC, en este trabajo nos referimos a

estas células como “células de seleccion”.

Se evaluaron diferentes inhibidores mitocondriales, glucoliticos, candnicos y no
candnicos para determinar su efecto sobre la viabilidad de las células de
seleccién. De los farmacos utilizados encontramos que casiopeina ligly, a-Tea,
celecoxib y sulindac fueron mas potentes para disminuir la viabilidad de las
células de seleccién a bajas concentraciones (ICso de 0.8 a 36 uM) comparados
con los inhibidores glucoliticos (ICs0> 100 yM) que no tuvieron repercusion en la

viabilidad de estas células.

Estos datos demuestran que la terapia anti-mitocondrial es mas eficiente que las
terapias convencionales para disminuir la viabilidad de las células resultantes del
protocolo de seleccion a bajas concentraciones y que inhibidores glucoliticos no

repercuten en la viabilidad de esta subpoblacion tumoral.



I. INTRODUCCION.

1.1 CANCER
EPIDEMIOLOGIA

El cdncer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por tener una
proliferacion incrementada de células, la cual es producida por una alteracion en
los procesos de crecimiento, division, diferenciacion y muerte celular [Hanahan y
Weinberg, 2011]. Mutaciones en genes que mantienen la estabilidad genética o
frenan la proliferacion celular, contribuyen a la transformacion maligna de la célula.
Los oncogenes como H-Ras, K-Ras y N-Ras estan implicados en la transduccion
de sefiales de procesos de proliferacion y diferenciacion celular [Parikh et al.,
2007]. Genes supresores de tumor como p53 inhiben el ciclo celular y estimulan
la apoptosis si el DNA se encuentra daflado [Aschauer y Muller, 2016; Ferraiuolo
et al., 2016]. Ademas de genes estabilizadores implicados en la reparacion al dafio
al DNA como ATM, BRCA 1y 2 [Draga et al., 2015]. El resultado de la alteracion
génica es el incremento o disminucion de proteinas involucradas en la
proliferacion, resistencia a la apoptosis y en la reparacion de dafio al DNA
[Vogelstein y Kinzler, 2004]. La progresiéon del tumor estd mediada por una
secuencia de pasos en donde se lleva a cabo la invasion de tejidos circundantes
mediante la ruptura de la membrana basal, la intravasacion (entrada a torrente
sanguineo), la circulacion de estas células a través del torrente sanguineo vy,
finalmente, la extravasacion y la colonizacion, todos estos pasos involucrando a la
metastasis la cual se resume en la migracion de células tumorales de su 6rgano
inicial hacia otros 6rganos. La metastasis es la principal causa de muerte por

cancer.

CANCER DE MAMA

El cancer de mama (CaMa) es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en
mujeres a nivel mundial. En el 2012 se reportaron 1, 671,149 casos y 521,907
muertes por éste tipo de cancer [GLOBOCAN, 2012].



En México el CaMa también es la mayor incidencia de cancer en mujeres; en el
2012 se registro una incidencia de 20,444 nuevos casos y una mortalidad por éste
tipo de cancer de 5,680 casos [GLOBOCAN, 2012].

Existen diferentes subtipos de CaMa, se pueden clasificar de acuerdo a sus
caracteristicas inmunohistoquimicas por la expresion de: Receptor del factor de
crecimiento epidérmico en humano tipo 2 (Her 2), receptor de progesterona (RPQ)
o receptor de estrogenos (RE) [Anders y Carey, 2009]. Los tratamientos que se
utilizan actualmente en la clinica a nivel mundial y que son también establecidos
en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) para CaMa son: 1. Cirugia, 2.
Radioterapia y 3. Quimioterapia (neoadyuvantes: se administra antes de una
cirugia para tratar de disminuir el tamafio del tumor; y adyuvantes: se administra
después de un procedimiento quirargico para tratar de erradicar las células
sobrevivientes a la cirugia). El tipo de terapia se establece con las caracteristicas
clinico-patologicas de la enfermedad como la expresion de los receptores antes
mencionados, el tamafio del tumor o el estadio en que se encuentra el tumor (in

situ 0 metastasico) [Stankov et al., 2012].

Dentro de los farmacos utilizados (representados algunos esquemas de
tratamiento en la Tabla 1), se reporta que el tratamiento con antraciclinas, como
doxorrubicina, epirrubicina y daunorrubicina disminuye 33% la recurrencia y 27%
la mortalidad en mujeres menores de 50 afios; la administracion de taxanos
adyuvantes tiene una supervivencia libre de enfermedad (SVLE) a 5 afios de 5%
[Arce et al., 2011; Morales-Vasquez, 2006]. Dentro de las terapias adyuvantes se
encuentra la terapia biolégica donde el anticuerpo monoclonal méas utilizado es el
trastuzumab (reconoce a Her 2) y se reporta que el tratamiento con este
anticuerpo disminuye el riesgo de recurrencia en un 38% en CaMa. Por ultimo la
terapia enddcrina puede ser adyuvante o neoadyuvante, se utilizan como
adyuvantes a los tamoxifenos (para mujeres pre-menopausicas) reduciendo el
riesgo de recurrencia en un 40%, e inhibidores de aromatasas como anastrosol,

letrozol y exemestane (para mujeres postmenopausicas que expresan RE o RPgQ),



disminuyendo el riesgo de recurrencia en un 3% [Arce et al., 2011; Morales-
Véasquez, 2006].

Tabla 1. Quimioterapia utilizada actualmente para Cancer de mama.

Esquema de Farmaco Dosis Ciclos Referencia
combinacion
de
guimioterapia

Terapia Neoadyuvante

Doxorrubicina | 60mg/m® Repetir el ciclo | [Chu, 2010]
ACT Ciclofosfamida | 600mg/m? cada 21 dias
Docetaxel 100mg/m? con un total de
4 ciclos seguido
por cirugia

Terapia Adyuvante

Her-2 - negativo (in situ)

Doxorrubicina | 60mg/m?® Repetir el ciclo
AC Ciclofosfamida | 600mg/m? cada 21 dias
con un total de
4 ciclos
Doxorrubicina | 60mg/m?® Repetir el ciclo
Ciclofosfamida | 600mg/m? cada 21 dias

con un total de
4 ciclos Seguido

AC->T de Paclitaxel
Paclitaxel 175mg/m? Repetir el ciclo

(semanal cada 21 dias
80mg/m?) con un total de

4 ciclos
Her-2 — positivo (in situ)

Doxorrubicina | 60mg/m? Repetir el ciclo

Ciclofosfamida | 600mg/m? cada 21 dias

con un total de
4 ciclos Seguido
de Paclitaxel
Paclitaxel Semanal Durante 1hr,
80mg/m? seguido de
Trastuzumab
AC-T + Trastuzumab | 4mg/kg Repetir
Trastuzumab semanalmente
por 12
semanas,




cuando se
acabe esta
dosis sera
seguido de
Trastuzumab

Trastuzumab

2mg/Kg

Semanalmente
por 40 semanas

TCH

Docetaxel

75mg/m®

Carboplatino

Trastuzumab

4mg/Kg

Trastuzumab

2mg/Kg

Hasta que se
acabe la dosis
de
Trastuzumab.
Repetirel ciclo
cada 21 dias
hasta completar
6 ciclos, al
completar los
ciclos
administrar
Trastuzumab.

Trastuzumab

6mg/Kg

Cada 3
semanas por 1
afo.

Combinacién de Régimen Horm

onal

Tamoxifen

20 mg PO

Administrar
diariamente por
5 afios en
pacientes con
RE +

Anastrozol

1 mg PO

Administrar
diariamente por
5 afos en
pacientes con
RE +

Letrozol

2.5mg PO

Administrar
diariamente por
5 afios en
pacientes con
RE + 0 RPg +

Tamoxifen +
Exemestran

Tamoxifen

20 mg PO

Administrar
diariamente por
2-3 afos
seguido de
Emextran

Exemestran

25 mg PO

Administrar
diario por 5




anos

Tamoxifen 20 mg PO Administrar
diario por 5
Tamoxifen + afos seguido de
Letrozol Letrozol
Letrozol 2.5mg PO Administrar
diariamente por
5 anos
CaMa Metastéasico
Doxorrubicina | 50 mg/m? Repetir el ciclo
Paclitaxel 150 mg/m” cada 21 dias

Otra posible combinacion:

AT Doxorrubicina | 60 mg/m? Repetir el ciclo
cada 21 dias
hasta completar
maximo 8
ciclos, seguido
de Paclitaxel.
Paclitaxel 175 mg/m? Repetir el ciclo
cada 21 dias,
incluso si la
enfermedad
progresa.

Se ha reportado que la recurrencia del CaMa es >40% y se presenta de 5 a 10
afos después del tratamiento, esto puede ser por una diseccion axilar inadecuada,
una practica quirdrgica incompleta o un tratamiento sistémico no efectivo [Stankov
et al., 2012]. Se ha propuesto que existe una subpoblacién de células tumorales
que son las responsables de la recurrencia del cancer; a esta subpoblacién
tumoral se le denomina células troncales de cancer (CTC) o cancer stem cells
(CSC) [Kwon y Shin, 2013]. Los tratamientos actuales representados en la Tabla 1
no estan dirigidos a la subpoblacion de CSC y debido a que estas células
sobreexpresan la P-glicoproteina (una bomba de expulsién de farmacos), la gran
mayoria de estos farmacos no alcanzan su blanco dentro de la célula lo que

favorece la quimioresistencia [Chen et al., 2016].




Ademas de no ser efectivos ni dirigidos a la subpoblacién de CSC para evitar la
recurrencia del cancer, los tratamientos actuales tienen diversos efectos
secundarios. El uso de tamoxifenos esté relacionado con el desarrollo de cancer
endometrial y enfermedades tromboembodlicas, los inhibidores de aromatasas,
antes mencionados, tienen como efectos secundarios la osteoporosis [Arce et al.,
2011], las antraciclinas y el trastuzumab provocan enfermedades cardiovasculares
y cardiotoxicidad [Geisberg et al., 2012; Mercurio et al., 2016], los taxanos pueden
provocar fiebre neutropénica, y neuropatia periférica [Fata et al., 1999] Por ultimo,

las ciclofosfamidas provocan inmunosupresion y cardiotoxicidad [Fraiser, 1991].

Es de gran importancia la busqueda de blancos terapéuticos especificos contra
estas células resistentes (CSC) pues la recurrencia del CaMa es la principal causa
de muerte en pacientes con ésta enfermedad. [Arce et al., 2011]. También se
demostré que los tratamientos convencionales para CaMa, ademas de tener
diversos efectos secundarios, no ocasionan la muerte de las CSC e incluso
después del tratamiento se encuentra esta poblacion enriquecida lo cual es un

factor de mal prondstico en pacientes con CaMa [Lee et al., 2011].

1.2 Cancer Stem Cells (CSC)

Se les llama CSC a las células tumorales que tienen la capacidad de auto-
renovarse como lo hacen las células troncales embrionarias y las células troncales
de adulto. Forman parte de una pequefia subpoblacién (0.01 a 2.5% del total de la
poblacién) de algunos tumores sélidos y de leucemias [Fillmore y Kupperwaser,
2008; Guo et al., 2006; Han et al., 2013].

Es de gran importancia el estudio de esta subpoblacién celular pues diversos
estudios sugieren que la recurrencia del cancer, la formacion de nuevos tumores
metastasicos y la mortalidad son debido a la presencia y a las caracteristicas de
las CSC [Borovski et al., 2011].



Algunas de las caracteristicas de las CSC son:

Resistencia a farmacos antineoplasicos, resistencia a radioterapia, auto-
renovacion, presentan marcadores diferenciales, tienen una baja tasa de

proliferacion, llevan a cabo transicion epitelio-mesénquima (EMT), invasion, y

tienen capacidad para realizar o promover la metastasis [Mimeault y Batra, 2013]
(Figura 1).

o

Tumor Auto-renovacion Resistencia a terapias Recurrencia
convencionales (mayor malignidad)
anticancerosas

Figura 1. Caracteristicas de las CSC. La célula gris representa a la CSC y las células moradas son

células tumorales no troncales.

Su capacidad de auto-renovacién se lleva a cabo por su division celular
asimétrica, como resultado dan origen a una CSC y a una célula tumoral no

troncal, manteniendo asi, la heterogeneidad del tumor [Beck y Blanpain, 2013].

1.3 RESISTENCIA DE CSC A TERAPIAS ANTINEOPLASICAS

Las CSC tienen diversos mecanismos intrinsecos los cuales les permiten tener

resistencia a quimioterapias y radioterapias, como son:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1097276514004092#bib9

1. La expresion de P-glicoproteina (PGP)/MDRL1 la cual les permite expulsar los
farmacos de la célula. Es una proteina que pertenece a una familia de
transportadores de bombas de expulsion llamada “ATP-binding cassette”
(Transportadores ABC), estos transportadores son dependientes de ATP vy tienen
un cambio conformacional cuando el sustrato se une y el ATP es hidroliza lo cual
permite la expulsion del farmaco de la célula [Chen et al., 2016]. La mayoria de los
agentes quimioterapéuticos utilizados en la clinica para CaMa son sustrato de
estas bombas (Tabla 2), los cuales al momento de ingresar a la célula son
inmediatamente expulsados lo que dificulta la efectividad de las terapias

anticancerosas y favorecen la resistencia tumoral.

Tabla 2. Transportadores ABC relacionados con la resistencia a farmacos

antineoplasicos

Gen Proteina Sustratos Tipo de cancer | Referencia
(transportador | quimioterapéuticos
ABC)

ABCB PGP/MDR1 Antraciclinas: [Dean et al.,

1 2005; Chen
ici Mama:

e Doxorrubicina ama et al. 2016

Her-2 (-),(+), | Chu, 2010]
Metastasicos,

Osteosarcoma
, Ovario

e Epirrubicina Mama:

Metastasico

e Daunorrubicina Leucemias
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Taxanos:

Paclitaxel

Mama:

Her-2 (-),(+),

Metastasicos

Docetaxel

Mama.:
Her-2 (-),(+),

Pancreas,

Prostata

Epipodofilotoxinas:

e Etoposidos Cervicouterino,
Osteosarcoma
, Prostata
Platinos:
e Cisplatino Cervicouterino,
Gastrico,
Pulmén de
células no
pequeias
Anti-folatos:
e Metotrexato Mama:
Her-2 (-),

Metastasico,

Osteosarcoma

11



Alcaloides de la Vinca

Vinblastina

Pulmon de
células no
pequenas,

Cabeza-cuello,

Linfoma de
Hodgkin
Testicular
ABCC MRP1 Antraciclinas:
1
e Doxorrubicina Mama:
Her-2 (-),(+),

Metastasicos

e Daunorrubicina Leucemias
Anti-folatos:
e Metotrexato Mama:
Her-2 (-),

Metastasico

Epipodofilotoxinas:

Etoposidos

Cervicouterino,
Osteosarcoma

,Prostata,
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Pulmén de
células no

pequenas

Vinca — Alcaloides

Vinblastina

Pulmén de
células no
pequenas,
Cabeza-cuello,
Linfoma de
Hodgkin

Testicular

ABCC

MRP2

Antraciclinas:

Doxorrubicina

Mama:

Her-2 (-),(+),
Metastasicos

Anti-folatos:
e Metotrexato Mama:
Her-2 (-),
Metastasico
Platinos:

Cisplatino Cervicouterino,

Gastrico
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ABCG MXR/BCRP Antraciclinas:

e Doxorrubicina Mama:

Her-2 (-),(+),

Metastasicos

Inhibidores de tirosina-cinasa

e |matinib Leucemias

2. La sobreexpresion de la enzima ALDH esta involucrada con la resistencia a la
radioterapia al proteger a las células de aldehidos téxicos y de los radicales libres
de oxigeno (ROS). La ALDH convierte a los aldehidos téxicos (producidos por la
radiacion ionizante) a sus respectivos &cidos carboxilicos. Al tener una alta
actividad de esta enzima las CSC pueden sobrevivir a este tipo de terapia [Tomita
et al., 2015; Peitzsch et al., 2013; Kim et al., 2013].

3. También presentan mecanismos para la reparacion del dafio al DNA
sobreexpresando proteinas como: BRCA1, ATM, PCNA, PARP, DNA-PKcs y
H2AX [Kim et al., 2013; Draga et al., 2015; Wang, 2015]. La radiacion genera
ruptura de doble cadena del DNA, ATM es el primero en reconocer el dafio y
activa  proteinas (como BRCAL) para reparar el dafio por recombinacion
homéloga, en este tipo de reparacién se necesita una cadena de DNA intacta
como base para poder usarla como molde y reparar la cadena dafiada [Zentella et
al., 2007].

4. Activan vias de sefalizacion como Whnt/B-catenina, Notch, Sonic hedgehog
(implicadas en la auto-renovacién), Oct 3/4 (marcador de pluripotencia involucrado
con la activacion de Wnt/ B-catenina), Sox2 (pluripotencia y auto-renovacion) y
Nanog (Pluripotencia y auto-renovacion) las cuales estan implicadas en el
mantenimiento de su fenotipo troncal y en el incremento de su malignidad

[Maugeri-Saccé et al., 2011; Velasco-Velazquez et al., 2012].
14



1.4 MARCADORES DE CSC DE MAMA

Algunos de los marcadores que se utilizan para CSC de CaMa son CD44+, CD24-,
Oct 3/4 y ALDH1+, ESA+, CD133+, CD90 entre otros [Fillmore y Kuperwasser,
2008; Al-Hajj et al., 2003; Schwarz-Cruz et al.,, 2016]. Para nuestro trabajo de
investigacién usaremos los primeros cuatro (Figura 2).

Para aislar a las CSC de una poblacion heterogénea se utiliza la técnica de
citometria de flujo que a través de anticuerpos que reconocen marcadores de
superficie de las CSC como CD44 y CD24 para CaMa y se pueden separar por
cell sorting a esta subpoblacion [Ajani et al., 2015; Greve et al., 2012]. También se
pueden utilizar marcadores intracelulares como la actividad de la enzima ALDH al
marcarla con un fluor6foro y asi con el citometro de flujo identificar a la
subpoblacién que esté viable y que exprese a dicha enzima [Gehlot et al., 2016].
Diversos estudios sugieren que la presencia de estos marcadores esta
relacionado con un fenotipo mas maligno (metastasico) de las células tumorales.
Se ha observado en estudios in vivo que células que expresan éstos marcadores
tienen un mayor potencial metastasico [Croker et al., 2008] esto es de gran
importancia pues actualmente no existe un tratamiento para evitar el proceso de
metastasis y ésta representa el 90% de mortalidad en personas con cancer (Li et
al., 2007).

CD44+/CD24- ALDH1A3+

Oct 3/4

Figura 2. Marcadores de interés en este trabajo para células troncales de CaMa.
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CD44 es una glicoproteina transmembranal que se une a componentes de la
matriz extracelular, como son fibronectina, laminina, colagena y es receptor al
acido hialurénico. Se ha relacionado con la resistencia a farmacos, proliferacion
celular, transicion epitelio-mesénquima, invasion y metastasis. Se encuentra
sobre-expresado en CSC de CaMa y lo han correlacionado con un mal prondstico
de la enfermedad [Aguirre-Alvarado et al., 2016; Xu et al., 2016]. También sirve
como marcador para cancer de prOstata, ovario, pancreas y colorectal. Sin
embargo, se ha observado que la presencia de este marcador de superficie es
diferente a lo largo de la progresion tumoral y la metastasis, sobre-expresandose

en los estadios mas agresivos del tumor [Jaggupilli y Elkord, 2012].

CD24 es una glicoproteina que se encuentra expresada en tejido sano de mama,
es una molécula de adhesion que se encuentra en la superficie de la célula, sin
embargo en las CSC de CaMa no se encuentra expresado este marcador [Al-Hajj
et al., 2003]. Existen algunos reportes donde también se ha relacionado la
sobreexpresion de CD24 en diversos tumores humanos con estadios mas

agresivos del tumor [Schwarz et al., 2016]

ALDH1 es una enzima encargada de la desintoxicacion celular, oxidando los
aldehidos intracelulares producidos durante procesos metabdlicos, a sus
carboxilos correspondientes [Marcato et al., 2015]. La isoforma 1A3 se encuentra
sobre expresada en células tumorales de mama y CSC de CaMa, glioblastomas,
cancer de pancreas y cancer de cabeza y cuello [Tomita et al., 2015; Marcato et
al., 2015]. Kurt et al., en el afio 2015 demostraron que existe una relacién con la
sobre expresion de la ALDH1A3 y la resistencia a la radioterapia en las lineas
celulares FaDu y Cal33 de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
Ellos encontraron que las células que sobreexpresan esta isoforma correlaciona
con los marcadores de CSC y después de la radioterapia las células que
sobreviven sobre expresan ALDH1A3.

Oct 3/4 es un factor de transcripcion que regula la capacidad de auto-renovacion y

pluripotencia en células troncales no tumorales, sin embargo en CSC también se
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encuentra expresado. Esta involucrado con procesos de transicion epitelio-

mesénquima (EMT), metéstasis y quimioresistencia [Wang y Herlyn, 2015].

Estudios como el de Li y colaboradores [2008] demuestran que después de
administrar farmacos como docetaxel y doxorrubicina/ciclofosfamida en pacientes
con CaMa Her-2 (-) y lapatinib para pacientes con Her-2 (+), se incrementa la
presencia de éstos marcadores y se relaciona con un mal prondéstico de la

enfermedad.

1.5 MICROAMBIENTE DE LAS CSC

El microambiente hace referencia a las condiciones que rodean a las células
tumorales como gradientes de glucosa, oxigeno, citocinas y otras moléculas
[Borovski et al., 2011]. Las CSC tienen diversas interacciones con los
componentes del microambiente tumoral, los cuales promueven su crecimiento,
proliferacion, diferenciacion, invasion y migracion, asi como su capacidad de auto-
renovacion, resistencia a farmacos antineoplasicos y a la radiacion. Estas
interacciones se llevan a cabo con células mesenquimales, adipocitos, fibroblastos
asociados a tumores, células endoteliales, células del sistema inmune, citocinas y
factores de crecimiento [Reya et al., 2001; Schwarz-Cruz et al., 2016]. En este
microambiente tumoral se encuentran diferentes gradientes de concentraciones de
oxigeno dependiendo de la distancia a la que se encuentren de los vasos
sanguineos, los méas cercanos a éstos presentan una concentracion de 30 a 50
UM de O, y los mas lejanos (500 um de distancia) de 3 a 7 uM de O (hipoxia).
También hay gradientes de glucosa, las células mas cercanas a los vasos
sanguineos tienen una concentracion de 5 a 10 mM y los mas alejados tienen una
concentracion menor de 0.5 mM [Rodriguez-Enriquez, et al., 2014]. Ademas de la
exposicion a farmacos antineoplasicas como paclitaxel y doxorrubicina en células
de CaMa. Todos estos componentes del microambiente tumoral intervienen en la

expresion de diferentes factores de transcripcién y la activacién de diferentes vias
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de sefalizacion de las CSC, como las que se mencionaron anteriormente, que le
confiere a las CSC una mayor malignidad y resistencia a terapias convencionales
[Rapp et al., 2008]. Recientemente se reportd que en fibroblastos normales de
dermis de adulto humano no se encontraba expresado el factor de pluripotencia
Oct 4, sin embargo al someter a los fibroblastos a condiciones de hipoxia y en
presencia del factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF2), inducen la
expresion de Oct 4, manteniendo a la célula en un estado indiferenciado, esto
indica que el microambiente en el que se encuentran las células participa en la
regulacion de la expresion o inhibicion de diferentes factores de transcripcion [Jez
et al., 2014]. Dentro de un tumor sélido las CSC son estimuladas por sefiales que
proceden de su microambiente las cuales incluyen restricciones de glucosa (2.5
mM) y nutrientes, acidosis, hipoxia (1% de oxigeno) y, ademas, farmacos
antineoplasicos como taxol o doxorrubicina para CaMa [Ahmad, 2013; Mohyeldin
et al., 2010; Li et al., 2013]. Se ha demostrado que estas condiciones de estrés
provenientes del microambiente, inducidas individualmente, favorecen el
enriguecimiento de marcadores de CSC [Ahmad, 2013; Flavahan et al., 2013;
Prud'lhomme et al., 2010; Bar et al., 2010; Harrison et al., 2013]. Bajo estas
condiciones estresantes las CSC son estimuladas y encienden: 1) la activacion de
vias de sefalizacién del fenotipo troncal (Wnt, BMP, Notch, Sonic hedgehog) [Li
et al., 2013]; 2) factores de transcripcion del fenotipo troncal (Oct4) [Covello et al.,
2006]; 3) la adquisicion del fenotipo de transicion epitelio-mesénquima [Ahmad,
2013]; 4) la resistencia a farmacos mediante la sobreexpresién P-glicoproteina,
transportadores ABC y la activacion de citocromos p450 [Myung et al., 2012;
Alison et al., 2012]; 5) la recurrencia tumoral responsable de la agresividad tumoral
y metastasis; y, 6) la capacidad de auto-renovacién [Alison et al., 2012]. Lo
anterior indica que el fenotipo troncal puede ser estimulado en condiciones in
vitro. Para este estudio se recurri6 a la estandarizacion de un protocolo de
aislamiento y enriquecimiento de células que comparten algunas caracteristicas
con las CSC basado en condiciones de estrés microambiental in vitro, debido a
gue con el método de citometria de flujo no se alcanza la densidad celular

adecuada para estudios posteriores [Ponti et al., 2005] y porque los marcadores
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de superficie muestran promiscuidad y alta inespecificidad [Tosoni et al., 2012;
Medema, 2013] por lo que podria evitar un andlisis adecuado de esta
subpoblacién. Finalmente, la disposicion de muestras de biopsias de pacientes

para asilar CSC no es de facil alcance para muchos protocolos.

De esta manera, al someter a células MCF-7 de CaMa cultivadas en monocapa a
condiciones de estrés (hipoxia, baja concentracion de glucosa y exposicion a
farmacos antineoplasicos) ha permitido enriquecer la fraccion de células que
comparten caracteristicas de CSC (Anexo 1) con lo que se puede obtener una
fraccion de células in vitro para realizar busqueda de terapias dirigidas [Gallardo-
Pérez, et al., manuscrito en preparacion; Tesis de Licenciatura de Marco Antonio
Garcia Amezcua, 2016]. La ventaja de este novedoso método para seleccionar
estas células cultivadas en monocapa es que las células obtenidas enriquecen
marcadores de troncalidad, clonogenicidad, formacion de mamoesferas, migracion
e invasion (Anexo 1) y activan vias de sefalizacion inducidas por esas condiciones
de estrés microambiental. Lo anterior es dificil obtener de un cultivo en monocapa
que siempre ha estado en condiciones de altas concentraciones de glucosa (25

mM), oxigenacioén adecuada y sin el estrés por exposicion a farmacos.

1.6 MITOCONDRIAS Y CSC

El metabolismo energético de las células tumorales esta alterado, el flujo
glucolitico se incrementa hasta 10 veces en comparacién con células sanas por la
sobreexpresion de todas las enzimas glucoliticas y del transportador de glucosa.
HIF-1a (activo en tumores y en zonas hipoxicas) induce la expresion de isoformas
de enzimas glucoliticas como GLUT1, GLUT3, HKI Y HKII, PFK-L, ALDO- A Y C,
PGK-1 y LDH-A. En células normales no es comln encontrar expresadas estas
isoformas al mismo tiempo [Marin-Hernandez et al.,, 2011]. También existe una
diferencia en la composicion bioquimica mitocondrial (véase mas adelante)
[Moreno-Sanchez et al 2007] en comparacion con células normales, esto resulta
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en una caracteristica importante que puede ser utilizada como posible blanco
terapéutico [Hanahan y Weinberg, 2011]. En afios anteriores se pensaba que la
glucolisis era la principal via energética de las células tumorales, siendo ésta la
dominante sobre la fosforilacion oxidativa, aun en condiciones de normoxia (efecto
Warburg) y se proponia que la mitocondria se encontraba dafiada [Warburg,
1956]. En la actualidad existe evidencia experimental que demuestra que la
mitocondria es funcional en células tumorales y que algunos tipos de tumores
(como mama, cervicouterino, hueso, pulmén e higado) dependen energéticamente

de la fosforilacion oxidativa (FO) [Moreno-Sanchez et al., 2007].

Zu y Guppy [2004] hacen una recopilaciéon de la contribucion de ATP proveniente
de la glucdlisis de diferentes tipos de células tumorales en condiciones de
normoxia y reportan que el hepatoma de Novikoff es el que tiene el mayor aporte
de ATP proveniente de la degradacion de glucosa con un 64%. Sin embargo los
demas tipos de células tumorales tienen un bajo aporte de ATP proveniente de la
glucolisis, ellos estiman una media de la contribucion de ATP proveniente de la
glucolisis de un 17% de los 27 tipos de células tumorales evaluadas, lo que nos

indica que la FO tiene un aporte importante de ATP para las células tumorales.

En las CSC no se han realizado estudios sistematicos en donde evalten el aporte
de ATP de glucdlisis y de FO. Se han medido actividades de enzimas o contenidos
de proteinas pero no el flujo total de las vias metabdlicas. Esto no permite dilucidar
cudl es la via que aporta mayor cantidad de ATP para las funciones celulares pues
se ha reportado que los niveles de expresiéon de mRNA no siempre correlacionan
con la cantidad de proteina codificada y su actividad tampoco correlaciona con el
flujo de la via [Moreno-Sanchez et al., 2016]. Por ejemplo, en células de cancer
de mama MCF-7 en condiciones de hipoxia (1% de O,) el factor de transcripcion
HIF-1a presenta los mismos niveles de expresion de mRNA que en condiciones de
normoxia, sin embargo el contenido de proteina es mayor en hipoxia (50 a 70
veces) que en normoxia [Helczynska et al., 2008]. Por lo que es de gran

importancia medir los flujos completos de las vias para poder conocer el aporte
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total de ATP proveniente de glucdlisis y de FO [Moreno-Sanchez et al., 2016] y
con esto disefiar estrategias terapéuticas dirigidas hacia estas vias.

Vlashi et al., [2014] sugieren que las CSC de lineas celulares de CaMa MCF7,
MDA MB-231, T47D, SUM159PT dependen mas del aporte de ATP proveniente
de la FO que de la glucdlisis, sin embargo, su analisis no fue completo. Ellos
evalluan la glucdlisis mediante la produccion de lactato, sin embargo la produccién
de lactato puede provenir de otras vias metabdlicas como la glutamindlisis [Chen y
Russo, 2012]. Para la respiracion mitocondrial lo hacen a través del consumo de
oxigeno y determinan que dependen de la FO porque tienen una mayor tasa de
consumo de oxigeno (OCR) y producen poco lactato, para revelar el OCR utilizan
oligomicina para evidenciar el consumo de oxigeno total proveniente de la
mitocondria, rotenona y un desacoplante (FCCP) para dilucidar la funcionalidad de
la cadena transportadora de electrones. Finalmente, Vlashi y colaboradores no
reportan el aporte de ATP proveniente de cada via. Este trabajo nos permite tener
un acercamiento al posible metabolismo de las CSC de CaMa sin embargo es
necesario medir los flujos completos de ambas vias metabdlicas. Otros trabajos
también solo miden proteina 0 mMRNA con lo que no se puede deducir qué via

metabdlica es la predominante en CSC [Moreno-Sanchez et al., 2016].

En la tesis de licenciatura de Marco Antonio Garcia Amezcua (2016) se determiné
el aporte de ATP resultante de los flujos de la glucdlisis y FO en las células
provenientes de MCF-7 seleccionadas con el protocolo de estrés antes
mencionado, encontrando que en general existe una disminucion del metabolismo
energético tanto del flujo de la FO como de la glucdlisis. No obstante, con esta
disminucién en el metabolismo energético, la FO es la via que aporta un 87% del
ATP mientras que la glucolisis contribuye solamente con un 13%, siendo la
mitocondria la que aporta mayor energia para las funciones celulares de las
células de seleccion de CaMa. Lo anterior indica la necesidad de realizar una

terapia anti-mitocondrial en las CSC de mama.

La mitocondria no sélo es la encargada de suministrar la mayor cantidad de ATP

en la poblacion heterogénea y en CSC de mama, también esta involucrada en
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otras funciones celulares como el crecimiento tumoral, la generacion de
metabolitos para otras vias metabdlicas, muerte celular (apoptosis), migracion y
metastasis [Neuzil y Moreno-Sanchez, 2013; Rodriguez-Enriquez, et al., 2011].

El grupo de trabajo de Farnie G, et al [2015] relaciono el incremento en el nimero
de mitocondrias con las CSC, utilizando dos lineas celulares de CaMa MDA-MB
231 y MCF-7 marcando a las mitocondrias con Mito tracker de color rojo y se les
midieron marcadores de troncalidad (ESA+/CD24-/ALDH+) y se separaron las
poblaciones por citometria de flujo. Ellos encontraron que las células que
expresaban estos marcadores contenian una mayor masa mitocondrial. Esta
subpoblacién fue mas eficiente para formar mamoesferas (evidenciando la
expansion clonal y no a la capacidad que tengan de autoagregacion de células
tumorales de CaMa) que la poblaciéon con baja masa mitocondrial. Evaluaron la
sensibilidad de las mamoesferas de CSC a paclitaxel, observaron que a una
concentracion de 0.5 pM las mamoesferas de las CSC no mostraban una
reduccion en el diametro en comparaciéon con las mamoesferas de las células con
baja masa mitocondrial que tuvieron una reduccion de dos veces en presencia de
paclitaxel 0.5 puM. Esto sugiere que la mitocondria podria ser un buen blanco
terapéutico para hacer mas sensible a las células troncales cancerigenas a los

agentes antineoplasicos.

Los autores concluyen que la cantidad de masa mitocondrial esta relacionada con
varias caracteristicas de las CSC como son la resistencia a farmacos, su
capacidad de formar mamoesferas y su capacidad de iniciar un tumor [Farnie et
al., 2015]. Sin embargo, hasta el momento no se ha inhibido el metabolismo

energético mitocondrial y evaluado su efecto sobre la viabilidad en CSC de CaMa.

Para determinar la importancia de la mitocondria en la viabilidad de las CSC, De
Luca et al., [2015] usaron un inhibidor experimental que es agonista inverso de
ERRa (cofactor de PGC1a/B que es requerido para la biogénesis mitocondrial)
llamado XCT790, con una ICsp de 10 uM de este compuesto. Ellos observan una
disminucién en la formacién de mamoesferas en un 50% de la linea celular MCF-

7. Para validar el efecto del inhibidor por medio de inmuno blot observaron una
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disminucién en el contenido de proteina de PGC1a en un 70-80%. Evaluaron el
contenido de los marcadores CD44/CD24 y observaron que a una concentracion
de 10 uM disminuye 50% la expresion de éstos. También evaluaron la viabilidad
de las MCF7 con este compuesto en un modelo de cultivo en monocapa por 3y 5
dias a concentraciones exponenciales (0, 5y 10 uM). No observaron un cambio
significativo pues con 20 pM solo disminuye la viabilidad de las MCF7 en un 20%.
Los autores concluyen que la biogénesis mitocondrial es importante para el
mantenimiento de las CSC por la inhibicion de la formacion de mamoesferas en
presencia de XCT790.

1.7 INHIBIDORES MITOCONDRIALES EN CSC

Las terapias que actualmente se administran para pacientes con CaMa son
dirigidas para las células con rapida proliferacion (no distinguen entre células
tumorales y células sanas) y para detener o inhibir la division celular. Las CSC
tienen una baja proliferacion, ésta es una caracteristica que no permite que los
agentes antineoplasicos tengan efecto en esta subpoblacion [Song et al., 2015].
Lo anterior aunado a la sobreexpresion de bombas de eflujo de farmacos favorece

la multiresistencia de las CSC [Alison et al., 2012].

Recientemente se propuso a la mitocondria como posible blanco terapéutico pues
tiene diferencias intrinsecas con las mitocondrias de células no tumorales, La
mitocondria es la principal fuente de aporte de ATP para algunos tipos de tumores,
por lo que se establece la necesidad de inhibir su funcionamiento. Ademas se
relacionan diversas caracteristicas de las CSC (como se mencioné anteriormente
su resistencia a farmacos o su capacidad de formar mamoesferas) con la
mitocondria por lo que inhibidores mitocondriales podrian ser una alternativa

terapéutica para esta subpoblacion tumoral.

Se han evaluado diversos inhibidores en las CSC, pero muy pocos trabajos han

evaluado inhibidores mitocondriales.

23



Fu et al., [2014] evaluaron resveratrol en CSC de CaMa. EIl resveratrol es un
compuesto con propiedades antitumorales pero no se ha dilucidado su mecanismo
de accién; se propone que uno de sus blancos es la mitocondria pues ayuda a
contender el estrés oxidante generado especialmente por ROS. Las lineas
celulares que evaluaron fueron MCF7 y SUM159 encontrando que a una
concentracion de 40 pM por 24 horas inhiben el 40% de su viabilidad. También
evaluaron el efecto del resveratrol sobre la expresion de uno de los marcadores de
CSC de mama, ALDH+ por citometria de flujo y observaron un decremento del
40% de ALDH positivo en las CSC de SUM159 por lo que concluyen que el
resveratrol podria ser un buen inhibidor para erradicar la subpoblacion de CSC.
Sin embargo, con estas concentraciones de resveratrol no logran obtener una
concentracion inhibitoria del 50% (ICsp) de la poblacion de las CSC y esto implica
gue para erradicar las CSC se necesitan concentraciones mayores de resveratrol

las cuales no se evaluaron en este trabajo.

Lamb y colaboradores 2014, utilizaron un inhibidor mitocondrial (oligomicinA) para
reducir el tamafio de mamoesferas provenientes de la linea celular MCF-7. La
oligomicinA es un inhibidor de la subunidad FO de la ATP sintasa. Ellos
encontraron que la ICso de este inhibidor es de 100 nM y que esta concentracion
reduce significativamente la formacién de la mamoesferas de MCF-7 un 50%. Al
ser mas sensibles a un inhibidor mitocondrial se espera que las CSC de las MCF-7
dependan en mayor proporcion del aporte de ATP mitocondrial, sin embargo en
este trabajo no se midieron marcadores de CSC vy el inhibidor se evalud en la
poblacion heterogénea.

Los antecedentes anteriores demuestran que es importante evaluar diferentes
inhibidores mitocondriales sobre la viabilidad de las CSC para erradicar a esta

subpoblacion y asi poder proponer terapias especificas para dichas células.
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1.8 INHIBIDORES MITOCONDRIALES

Existen inhibidores con caracteristicas especificas que les permite unirse
preferencialmente a las mitocondrias tumorales como los cationes lipofilicos; esta
unioén se lleva a cabo por la caracteristica de las mitocondrias tumorales de tener
un potencial eléctrico mayor al de las células no tumorales [Rodriguez-Enriquez et
al., 2012]. Una de las posibles explicaciones del incremento en el potencial
eléctrico en las mitocondrias tumorales es por su composicion bioquimica ya que
tiene alto contenido del lipido cardiolipina lo que aumenta la densidad de cargas
negativas en la membrana interna y también su alto contenido de colesterol
repercutiendo en el bombeo de protones a través de la membrana [Rodriguez-
Enriquez et al., 2009]. El incremento en el potencial de membrana eléctrico
mitocondrial ayuda a la acumulacién de cationes por lo que moléculas cargadas
positivamente pueden acumularse con mayor facilidad y preferentemente a las

mitocondrias tumorales.

CASIOPEINA [IGLY: Es un compuesto sintetizado con centro metélico de cobre,
contiene un dimetil fenantrolina, un aminoacido glicina y dos ligantes de tipo imina
(Cu(N-N=4,7-dm-1,10-fenantrolina, N-O= glicina) [Reyes et al., 2003]. Es un
inhibidor de la FO y tiene como blancos a las enzimas PDH, 20GDH y SDH (a
concentraciones menores a 10 pM). Se ha evaluado en lineas celulares como
HelLa (cancer cervicouterino), encontrando que a una concentracion de 5 uM por
24 horas inhibe a la FO (PDH, 20GDH Y SDH) en un 80% y a la glucdlisis (HKII)
en un 40%, mostrando un efecto en ambas vias metabdlicas aunque tiene una
mayor repercusion en la FO. También se ha evaluado en otras lineas celulares
como MCF-7, PC3, SKLU, U87MG Y HTC15 obteniendo una ICsg entre 2 y 7 uM
en comparacién con células no tumorales como linfocitos y la linea celular HUVEC
gue muestran una ICsp mayor a 100 uM [Marin-Hernandez et al., 2003]. Como ya
se ha mencionado, las CSC de CaMa dependen energéticamente en mayor
proporcion de la FO por lo que podrian ser mas sensibles al farmaco Casiopeina

ligly y asi repercutir en funciones celulares de esta subpoblacion.
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Alfa Tea (a-Tocoferil acetil éter) y Alfa Tos (a-Tocoferil succinato): Son
analogos de la Vitamina E, la diferencia entre ellos es que Alfa Tea es un éter y
Alfa Tos es un éster [Neuzil et al., 2001]. Se ha reportado para ambos que tienen
una gran actividad antitumoral ya que promueven la apoptosis por medio de su
unién a la ubiquinona estimulando la produccion de ROS por el complejo Il de la
cadena transportadora de electrones [Rodriguez-Enriquez et al., 2012]. Se evalué
Alfa Tos en A549 (adenocarcinoma de pulmén), MCF-7 (carcinoma mamario),
CaCo2 y HCT-116 (carcinoma de colon) a una concentracion de 50 pM y se
observd una activacion de la apoptosis en un 30 — 60 % mas que las células
control (sin Alfa Tos). También evaluaron este inhibidor en células no tumorales
como fibroblastos de piel de humano, células de endotelio de cordén umbilical y
monocitos humanos derivados de macrofagos, en estas células no encontraron
una diferencia significativa de la activacion de la apoptosis con una concentracion
de 50 uM [Neuzil et al., 2001]. Esto indica que es mas especifico para inducir

apoptosis en células tumorales que en células no tumorales.

En la busqueda de nuevos posibles farmacos contra el tratamiento del cancer se
propone que los antiinflamatorios no esteroideos podrian tener efecto sobre la
mitocondria tumoral [Moreno-Sanchez et al., 1999]. El modo de accion de éstos
farmacos es bloqueando la generacién de prostanglandinas por la inhibicion de las
ciclooxigenasas 1y 2 [Liggett et al., 2014]. Sin embargo, se ha observado que su
capacidad pro- apoptética y anti- proliferativa no esta relacionada con su actividad
en las ciclooxigenasas y se propone que esta mediada por una alteracion en la
funcién mitocondrial [Ralph et al., 2015]. Por lo que evaluar el efecto sobre las

mitocondrias de las CSC puede ser atractivo para su uso en la clinica.

Las células tumorales al estar sometidas a condiciones de estrés tienen la
capacidad de activar mecanismos compensatorios por lo que en este trabajo
evaluamos también inhibidores glucoliticos para dilucidar el efecto que podrian

tener sobre esta subpoblacién.
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CAPITULO Il.

JUSTIFICACION

La recurrencia del CaMa representa la principal causa de muerte en mujeres con
esta enfermedad; actualmente no se cuenta con una terapia efectiva para evitar la
recurrencia del cancer en la cual estan involucradas las CSC. Ademas, las
terapias que se les administran a las pacientes no son especificas para las células
tumorales provocando diversos efectos secundarios y deteriorando la calidad de

vida de los pacientes.

Por lo que es de gran importancia la busqueda de blancos terapéuticos
especificos contra estas células resistentes a las terapias convencionales (CSC)

para erradicarlas y asi evitar la recurrencia de la enfermedad.

Modificaciones en la regulacion del metabolismo energético es un sello
caracteristico del cancer (hallmark). A pesar de la heterogeneidad dentro del tumor
solido el suministro de ATP continlda siendo dependiente de la glucdlisis y de la
fosforilacion oxidativa (FO). De esta manera, se establece que la inhibicién
selectiva del metabolismo energético tumoral prevalente puede tener un impacto
significativo en el tratamiento del cancer. El metabolismo energético puede ser un
blanco terapéutico ya que las funciones celulares como la divisién, crecimiento y
mantenimiento del tumor, asi como las caracteristicas de malignidad de las CSC
(transicion epitelio-mesénquima y resistencia a drogas por PGP/MDR1) dependen
de la produccion de ATP. Las células de seleccion de CaMa tienen una mayor
dependencia por la FO por lo que inhibidores dirigidos a ésta via energética podria
comprometer la viabilidad de esta subpoblacion.
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2.1 HIPOTESIS

Las condiciones de estrés microambiental favoreceran el enriquecimiento de
células con fenotipo troncal de CaMa y la inhibicion de la funcién mitocondrial en

estas células disminuira su viabilidad.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 General

Caracterizar a las células resultantes del protocolo de seleccion y analizar el

efecto de inhibidores mitocondriales sobre la viabilidad de estas células.

2.2.2 Particulares

1. Seleccionar células en condiciones experimentales basadas en estimulos
de estrés microambiental (hipoxia, hipoglucemia y uso de farmacos
antineoplasicos) para la estimulacion del fenotipo troncal en la linea celular
de CaMa MCF-7.

2. Evaluar el contenido de proteinas de marcadores de troncalidad (CD44,
CD24, ALDH1A3, Oct 3/4) en células de seleccion de CaMa MCF-7.

3. Evaluar caracteristicas de las células con fenotipo troncal como son su
capacidad de invasion y su contenido de P-glicoproteina en células de

seleccioén.

4. Determinar ICsy de viabilidad de inhibidores glucoliticos, mitocondriales,
candnicos y no candnicos (antiinflamatorios) en células de seleccion de
CaMa y MCF-7.
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CAPITULO Il

METODOS

3.1 CULTIVOS EN MONOCAPA

Células de carcinoma mamario MCF-7 estadio lll, se cultivaron en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) adicionado con 10% de suero fetal bovino
(SFB); 10,000 unidades de penicilina/estreptomicina y 25 mM de glucosa. El

cultivo celular se incub6 a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire.

3.2 PROTOCOLO DE SELECCION DE CELULAS

Cuando el cultivo en monocapa alcanz6 una confluencia del 80% se le cambié el
medio por DMEM 2.5 mM de glucosa, afiadiendo taxol (100 nM) por 12 hrs a 37°C,
5% CO, y 95% de aire. Posteriormente se realizé un recambio de medio, DMEM
25 mM y se afiadi6 doxorrubicina (100 nM) e inmediatamente se sometieron las
células a hipoxia severa (0.1% de oxigeno) durante 12 hrs; después de las 12 hrs
de hipoxia severa se les cambié el medio a las células y se les afiadi6 medio
DMEM 25 mM de glucosa sin SFB 24 hrs [Gallardo-Pérez et al., manuscrito en

preparacién; Garcia-Amezcua, 2016].

3.3 CURVA DE PROLIFERACION

Se realizé una curva de proliferacion de 7 dias de las células MCF-7 y de las
células de seleccion obtenidas del protocolo anterior. Se sembraron 500,000
células en cajas Petri de 60 x 15 mm con DMEM 25 mM de glucosa y se contaron

las células en camara de Neubauer.

Las células se expusieron a los inhibidores en el segundo dia saliendo del

protocolo de seleccion.
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3.4 EXTRACCION DE PROTEINA Y WESTERN BLOT

Las células de seleccion y el control se resuspendieron en buffer de lisis RIPA
(SDS AL 25% con 0.05% de deoxicolato de sodio, 1% de IGEPAL y 10 uL de
PMSF (100 mM). Las células se disociaron y homogeneizaron con una jeringa de
insulina, éstas se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C durante 30 minutos. El
sobrenadante obtenido se guardd a - 20°C hasta su uso. La proteina se cuantifico
por el método colorimétrico Biuret. Para Western blot, se mezclaron 40 ug de la
proteina con buffer de carga. Las proteinas se hirvieron y se cargaron en geles
SDS-PAGE al 12% de poliacrilamida. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF a 300 mA, 15 volts, 30 minutos. La membrana se bloqued
con 5% de leche libre de grasa y 0.1% de tween-20 en TBS 1x durante 1 hora.
Posteriormente las membranas se incubaron con anticuerpos monoclonales y/o
policlonales (todos con una dilucion 1:500): CD44, CD24, ALDH1, Oct3/4, MDR1 y
a-Tubulina durante toda la noche en refrigeracion a 4°C.

Después de transcurrido este tiempo se hicieron cuatro lavados a las membranas
de 15 minutos cada uno, con TBS 1x/Tween-20 y se incubaron con los respectivos
anticuerpos secundarios por una hora a temperatura ambiente en agitacion suave.
Se lavaron durante una hora con cambios cada 10 minutos de TBS 1x/Tween-20.
Para revelar, se afiadié solucién de quimioluminiscencia y en cuarto obscuro se

expusieron las membranas a placas de revelado en tiempos de 1 a 10 minutos.

Las bandas obtenidas se analizaron con el programa Scion Image para Windows y
se hizo la comparacién con respecto a la densidad de banda de control de carga
(a-Tubulina) [Gallardo-Pérez et al., 2014].

3.5 ENSAYO DE INVASION EN CAMARAS DE BOYDEN

Para el ensayo de invasion en camaras de Boyden de 96 pozos (Cultrex BME Cell
Invasion Assay) se pre-hidrataron las membranas de la camara por 24 hrs con
DMEM 25 mM de glc sin SFB y las células de seleccion y MCF-7 se dejaron 24 hrs
con DMEM 25 mM sin SFB. Después de transcurrido este tiempo se colocaron
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50,000 células de seleccion y MCF-7 respectivamente, en el compartimento de la
parte superior con medio DMEM 25 mM de glc sin SFB. Se dejaron por 24 hrs en
incubacion a 37°C, 95% de aire y 5% de CO,. Después de 24 hrs se le afiadié 100
uL de buffer de disociacion y 60 nM de calceina a las células que migraron al
compartimento de la parte inferior y se dejaron incubando durante una hora a
37°C. Después de transcurrido este tiempo se ley6 a una fluorescencia de 485 nm

de excitacion, 520 nm de emision en un lector de micro placas.

3.6 DETERMINACION DE ICso DE VIABILIDAD DE INHIBIDORES

Se tripsinizo el cultivo resultante de la seleccion con 5 ml de tripsina/EDTA 0.25%
durante 3 minutos. Se inhibi6 la actividad de la tripsina con 1 ml de DMEM 25 mM
y se centrifugaron las células a 2,200 rpm por 3 minutos. Se sembraron las células
de la seleccion y controles en cajas de 96 pozos (20,000 células por pozo) vy
después de 24 hrs se les afiadieron concentraciones exponenciales (0, 0.1, 1, 10y
100 uM) de diferentes inhibidores mitocondriales, glucoliticos, canénicos y no

canodnicos (antiinflamatorios) durante 24 hrs.

Mitocondriales Glucoliticos Canodnicos No canénicos

Oligomicin A Gossipol Doxorrubicina Sulindac
Casiopeina Yodoacetato Paclitaxel Celecoxib
ligly
Alfa Tea 3- 5-
Bromopiruvato | Fluorouracilo
Alfa Tos 2- Cisplatino
Desoxiglucosa

Posteriormente se midié su viabilidad con el ensayo de MTT el cual consiste en la
conversion de la sal de tetrazolio en cristales de formazan por enzimas

deshidrogenasas y asi reflejarlo como actividad enzimatica a la viabilidad celular.

31



Los cristales de formazan se diluyen con DMSO y se lee a una longitud de onda
de 595 nm [Tonder et al., 2015].

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

De cada experimento se realizaron de 3 a 4 repeticiones, de los resultados
obtenidos se calculo la media y la desviacion estandar. Para el andlisis estadistico
se utilizé la prueba t de Student para muestras no pareadas, como criterio de

significancia se consideré P< 0.05 o P<0.01.

Para la comparacion de la expresion del marcador CD44 a lo largo de la curva de
proliferacion (figura 8) se realiz6 una ANOVA de una via con una prueba de
Scheffe con un criterio de significancia de P<0.05
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CAPITULO IV

RESULTADOS
4.1 MARCADORES DE CSC EN CELULAS DE SELECCION

Al mimetizar el microambiente donde se encuentran las CSC (hipoxia, baja
concentracion de glucosa y exposicion a drogas), se permitié la seleccion de una
subpoblacién con algunas caracteristicas de CSC [Gallardo-Pérez, et al.
manuscrito en preparacion]. Al finalizar la seleccion en la linea celular original
MCF-7 de CaMa, las presiones de seleccion ocasionaron una disminuciéon de la
viabilidad en un 80% pero en las células sobrevivientes se observé un cambio en
la morfologia celular, presentando un fenotipo parecido a fibroblastos (Figura 3) tal
y como se ha reportado para CSC [Thomas et al., 2016]; a estas células les
llamamos “células de seleccion”. Posteriormente, a estas células obtenidas por el
protocolo de seleccién se les midieron los marcadores de troncalidad reportados
para CSC de CaMa (CD44+, CD24-, ALDH1A3+ y Oct 3/4) [Fillmore vy
Kuperwasser, 2008; Al-Hajj et al., 2003; Schwarz-Cruz et al., 2016]. En la figura 4
se observa un incremento en CD44 de méas de 20 veces en las células de
selecciéon. Se ha reportado que CD44 se expresa hasta en un 10% mas en CSC
que en las células cancerigenas no troncales cuando se obtienen por citometria de
flujo [Jaggupilli y Elkord., 2012]; CD24 no se expresa en CSC como en lo
reportado por Fillmore y Kuperwasser [2008] y observamos que nuestras células
de seleccién tampoco lo estdn expresando; ALDH1A3 aument6 4 veces en las
células de seleccion en comparacion con las células MCF-7 y el factor de
transcripcion de pluripotencia Oct 3/4 aument6 5 veces respecto al control (MCF-
7) (Figura 4). Se realizaron otros procedimientos para caracterizar el fenotipo de
nuestras células (inmediatamente después de aplicar el protocolo de seleccién)

que se relatan a continuacion.
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Células de seleccioén

Figura 3. Morfologia de MCF7 y de células de seleccion.

CD44

CD24

ALDH1A3

Oct3/4

a-tubulin

MCF-7 Seleccion

CD44
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cD24 I VCF-7
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ALDH1A3

Oct 3/4
**

JL

L) L]
0 10 20 200 220

% vs tubulina

*P<0.05 **P<0.01 vs MCF-7

Figura 4. Marcadores CSC de CaMa en células de seleccion y MCF-7, n=4.
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4.2 EXPRESION DE PGP/MDR1

A continuacion, se evalud el contenido de proteina de la PGP/MDR1 que esta
relacionado con la resistencia a farmacos y observamos que nuestras células de
seleccion tienen un aumento en el contenido de proteina de hasta 6 veces en

comparacion con las células MCF-7 (Figura 5).

H MCF-7
MCF-7 Seleccion I Seleccion

Mdr-1 |~

Mdr-1

a-tubulin

I T T 1 T 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
% intensidad de banda vs Tubulina

*P <0.05vs MCF7

Figura 5. Expresién de PGP/MDR1 en células de seleccion n=3

4.3 CAPACIDAD DE INVASION

Una de las caracteristicas de las CSC es su capacidad para realizar metastasis
[Schwarz-Cruz et al., 2016] por lo tanto, se evalud la capacidad de invasion de las
células de seleccion y encontramos que su poblacion de origen (MCF-7) no
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invaden en las camaras de Boyden (como se ha reportado al ser células de etapa
I no metastdsicas) mientras que las células de seleccion si adquirieron la
capacidad de atravesar la matriz extracelular de dicha camara (compuesta de
laminina, colageno IV, entactina y el proteoglicano heparan sulfato) (Figura 6).
También se midieron otros parametros para determinar si nuestras células de
seleccion compartian mas caracteristicas con las CSC como son la formacion de
mamoesferas y clonogenicidad, las células de seleccion fueron mas eficientes
para formar mamoesferas y colonias vs las MCF-7 (Anexo 1) [Gallardo-Pérez,

manuscrito en preparacion; Garcia-Amezcua, 2016].

1004 *

804

60 4

40 4

% invasion celular

20+

0 =

MCF-7 Seleccién

*P <0.01vs MCF7

Figura 6. Capacidad de invasion de células de seleccién vs MCF-7 n=3
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4.4 CURVA DE PROLIFERACION

A continuacion, se realizd una curva de proliferacion para determinar la fase
exponencial de esta subpoblacion tumoral y se midié el marcadores de troncalidad
CD44 a lo largo de dicha curva (siete dias de cultivo). Encontramos que los
primeros tres dias de proliferacion con DMEM 25 mM y con 10% de SFB las
células de seleccidon presentaron una baja tasa de proliferacion como lo reportado
por Song et al., 2015. Sin embargo, del tercer al sexto dia las células presentan su
fase exponencial de crecimiento estabilizandose en el séptimo dia de cultivo
(Figura 7). Se determiné el numero de generaciones entre el dia 3 y 5 de cultivo,
para MCF-7 fue de 3.2 + 0.8 vs 0.9 + 0.07 para las células de seleccién. Ademas
hubo un incremento de 62% en la densidad celular después de los 7 dias de
cultivo de las células de seleccion vs las MCF-7. Al medir el marcador de
troncalidad CD44 a lo largo de la curva de crecimiento (dia 0, 4 y 7) pudimos
observar una disminucién en la expresion de éste con el paso de los dias de

cultivo (Figura 8).

37



10 -

8 - —m— MCF-7
—9— Sseleccion

1X10° células
i
[l

o

L} v v L) L)
dias de cultivo

Figura 7. Curva de proliferacion de las células de seleccién y de la linea celular MCF-7
n=3. La flecha roja indica el dia donde se determinaron las ICs, de los inhibidores (24 hrs).
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Figura 8. Contenido de proteina determinado por Western Blot del marcador de superficie
CD44 a través de 7 dias de cultivo con medio DMEM 25 mM con 10% de SFB n=3. Para
el analisis estadistico se realizé6 una ANOVA de una via.
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4.5 ICso DE VIABILIDAD DE INHIBIDORES

Por dultimo se evaluaron diferentes inhibidores mitocondriales, glucolitios,
canbdnicos y no canobnicos por 24 horas en una caja de 96 pozos en
concentraciones exponenciales (0.1, 1, 10 y 100 pM) y se midi6é la viabilidad
mediante MTT. Se obtuvo una ICs, ajustando la curva de inhibicibn a un
decaimiento exponencial con el programa estadistico Origin 8, con el objeto de
dilucidar el efecto sobre la viabilidad de las células de seleccion y de las MCF-7
(Tabla 3). Podemos observar que las células de seleccion son mas sensibles a
inhibidores mitocondriales como a-Tea, casiopeina ligly, y a los farmacos no
canodnicos (antiinflamatorios) sulindac y celecoxib (ICsp de 0.8 a 36 uM), sin
embargo oligomicinA y a-Tos no se alcanzé la concentracion inhibitoria 50 en esta
subpoblacién. La linea celular de CaMa MCF-7 también fue sensible a los
inhibidores mitocondriales, mostrando una ICsp en rango de 1 a 40 pM, siendo
mas sensible a casiopeina ligly. Las de seleccién no fueron sensibles a ningln
inhibidor glucolitico a pesar de que se evaluaron concentraciones mas altas (hasta
15 mM) para tratar de alcanzar la ICsp y es importante resaltar que los farmacos
utilizados actualmente en la clinica (candnicos) tampoco repercutieron en la
viabilidad de esta subpoblacion, a pesar de que se incrementaron las
concentraciones hasta rangos mM. Sin embargo doxorrubicina y paclitaxel si son
eficientes para erradicar a las MCF-7 a bajas concentraciones (de 5 a 9 uM);
cisplatino y 5-fluorouracilo también tienen efecto sobre la viabilidad de MCF-7 pero

a concentraciones mayores (50 y 700 uM respectivamente).
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Tabla 3. ICsg de viabilidad de inhibidores en células de seleccion.

Bloquea subunidad FO
de la ATP sintetasa

Oligomicin A

Casligly Induce muerte celular y
' fragmentacién del
, DNA
Alfa Tea Inhibe a succinato
deshidrogenasa

Alfa Tos Analogo de la Vitamina
E, Antioxidante

Gossipol  Inhibe
deshidrogenasas
I1AA Inhibe a la GAPDH
3-BP Inhibe GAPDH, HKII,
LDH
Inhibe HKII, HPI

Sulindac Inhibe cicloxigenasas (1
y2) >
Prostanglandinas

Celecoxib Inhibe COX 2
> Prostanglandinas

Doxorrubicina Intercalante del DNA,
~inhibe a la
topoisomerasa Il

Paclitaxel Evita desensamblaje de
microtubulos

5-FU  Inhibe a timidilato
| sintasa
Cisplatino Alquilante DNA

*P<0.05vs MCF-7 **P<0.01vs MCF-7
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CAPITULO V.
DISCUSION

Las CSC representan una subpoblacion tumoral con caracteristicas particulares
gue mantienen y ayudan al crecimiento del tumor, su capacidad de auto-
renovacion, su resistencia a farmacos antineoplasicos y su capacidad para realizar
invasion y metéstasis son puntos importantes para erradicar el tumor por completo

y asi evitar la recurrencia de la enfermedad [Thomas et al., 2016].

Es de gran importancia el estudio de nuevos blancos terapéuticos y también de
nuevos farmacos que puedan tener efecto para eliminar a las CSC pues los
farmacos que se administran actualmente en la clinica no son efectivos para evitar
la recurrencia del tumor ya que éstos eliminan a las células de la masa tumoral
que no son troncales dejando viva a esta subpoblacién tumoral que puede iniciar

un nuevo tumor con caracteristicas malignas incrementadas [Ahmad, 2013].
Seleccion de células con fenotipo troncal

La obtencién de esta subpoblacién tumoral se hace generalmente por citometria
de flujo tanto para células cultivadas en monocapa como para biopsias. Sin
embargo esta técnica no nos permite obtener una gran densidad celular con este
fenotipo ademas de que las células no estan sometidas a las presiones intrinsecas
de hipoxia, baja concentracion de glucosa y exposicidon a drogas antineoplasicas
gue permiten el enriquecimiento y la activacion del fenotipo troncal [Philip et al.,
2013; Ahmad, 2013; Flavahan et al., 2013] tal y como ocurren dentro de un tumor
sélido in vivo. Por lo que se establecié un protocolo de seleccién o enriquecimiento
de células troncales con base en las caracteristicas del microambiente tumoral de

las CSC sometiéndolas a estrés y asi estimulando el fenotipo troncal.

El cultivo en monocapa de las MCF-7 al exponerlas a bajas concentraciones de
glucosa (hipoglucemia 2.5 mM gic), bajas concentraciones de oxigeno (hipoxia
severa 0.1% O,) y exposicién a agentes antineoplasicos (doxorrubicina 100 nM y

paclitaxel 100 nM) se logré enriquecer la fraccion de células que expresan algunas
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caracteristicas de CSC (células de seleccion). El primer cambio que se observé
fue la morfologia de la poblacion original (MCF-7) y la de las células de seleccion,
estas Ultimas mostraron una morfologia mas alargada similar a la que presentan
los fibroblastos esto ya se ha reportado para las CSC [Thomas et al., 2016;
Fillmore y Kuperwasser, 2008]. Posteriormente obtuvimos el porcentaje de
expresion de los marcadores de CSC para CaMa CD44+, CD24-, ALDH1A3 y Oct
3/4 de nuestras células de seleccidn y observamos que con nuestro protocolo se
sobreexpresan de 4 a 20 veces (figura 4). Es importante tomar en cuenta que lo
reportado de sobreexpresion para CD44 es de alrededor de 10 veces por el
método de citometria de flujo [Jaggupilli y Elkord, 2012] y con nuestro protocolo
obtuvimos una sobreexpresion de hasta 20 veces respecto al control (MCF-7) lo
gque nos indica que nuestro método de recrear las condiciones de estrés
microambiental esta enriqueciendo la fraccion de células con expresion de este

marcador.

Flavahan et al., 2013 reportan que bajas concentraciones de glucosa incrementan
marcadores de CSC de cerebro como son los factores de transcripcion Oct 4,
Nanog y Sox2 y el marcador de superficie CD133. Prud'homme et al.,, 2010
demostraron que se pueden seleccionar y enriquecer la fraccion de CSC de las
lineas celulares MDA-MB 231 y BT474 de cancer de mama con exposicion de
farmacos antineoplasicos como mitoxantrona, ellos observaron un incremento en
los marcadores ALDH+, transportador ABCG2 y el factor de transcripcion Oct 4.
En células de glioblastoma sometidas a hipoxia (1% O,) se observa que favorece
la expresion del marcador de superficie CD133 [Bar et al., 2010]. Todo lo anterior
demuestra que estas condiciones por separado promueven la expresion de
caracteristicas de CSC por eso, al someter a la linea celular MCF-7 a
combinaciones de estrés microambiental se enriquecié aun mas la fraccion de

células con caracteristicas de CSC in vitro.

También se evalud la formacién de colonias (clonogenicidad) donde se encontrd
qgue las células de seleccion generaron 105 colonias vs. 6 colonias de MCF-7

después de 96 horas [Anexo 1; Garcia-Amezcua, 2016]. Esto correlaciona con la
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formacion de mamoesferas pues las células de seleccion fueron mas eficientes al
formar dichas mamoesferas; en un cultivo de 7 dias las mamoesferas de las
células con fenotipo troncal eran 7 veces mas grandes que las mamoesferas de
MCF-7 (Anexo 1). La formacion de mamoesferas es una caracteristica de las CSC
y esto se debe a la capacidad que tienen de expansion clonal y no a la capacidad
que tengan de auto agregacién [Lamb et al.,, 2014], ademas de que en este
modelo tridimensional se mimetizan las condiciones de gradientes de oxigeno,
glucosa y nutrientes tal y como se encuentran dentro de un tumor solido
[Sutherland, 1988].

Recientemente, se ha reportado que las CSC tienen un fenotipo mas maligno por
todas las caracteristicas antes mencionadas. Una de ellas es su capacidad de
invadir y hacer metastasis [Mimeault y Batra, 2013]. En este trabajo se evalué la
capacidad de las células de seleccion de invadir en camaras de Boyden y
encontramos que después de estar expuestas a las condiciones de estrés
microambiental éstas adquieren la capacidad de invadir (>80%) a diferencia de su
poblacion de origen las MCF-7 que no tienen esta capacidad (figura 6). Hay
trabajos que reportan que el factor inducido por hipoxia 2a (HIF-2a) desencadena
la respuesta a hipoxia severa y actia como inductor de genes implicados en la
invasién tumoral como metaloproteinasas y Oct 4 [Koh et al., 2011; Gordan et al.,
2007]. También HIF-1a inducido por hipoxia promueve la transicion epitelio
mesénquima (EMT) por la activacion de Snail y una pérdida en E-cadherina y la
localizacion nuclear de - catenina [Cannito et al., 2008]. Mathieu y colaboradores
[2011] reportaron que la hipoxia (2% de O,) induce la expresion de factores de
pluripotencia de stem cells como Oct 4, Sox 2, KLF4 Y C-Myc en cancer de
prostata, cerebro rifion, cérvix, pulmoén, colon y mama. Esto demuestra que las

condiciones de hipoxia severa favorecen el fenotipo invasivo de las CSC.

Las células de seleccion muestran un patron de crecimiento similar al reportado
para las células troncales normales [Cheung y Rando, 2013]. Los primero 3 dias
de cultivo con DMEM 25 mM de glucosa y SFB estan en un estado quiescente y

del tercer al sexto dia muestran un crecimiento exponencial, en comparacion con
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las MCF-7, este crecimiento exponencial es mayor (3.5 veces) y al estabilizarse en
el dia siete se tiene un mayor numero de células de seleccion que de MCF-7
(Incremento de densidad celular de 62%) como se muestra en la figura 7. Es
importante tomar en cuenta que este patron de crecimiento se llevé a cabo con
DMEM 25 mM de glc y con SFB por lo que se decidid medir el marcador de
troncalidad CD44 a lo largo de la curva de crecimiento para determinar si las
células mantenian la expresion de éste marcador de troncalidad y observamos
una disminucién en la expresion de éste hasta en un 50% por lo que deducimos
qgue con el paso de los dias en nuestro cultivo en monocapa puede ser que se
encuentre una poblacion heterogénea la cual va perdiendo algunas caracteristicas
del fenotipo troncal al estar en presencia de mucha concentracion de oxigeno y
glucosa; por esta razén su crecimiento exponencial es mayor (figura 7). Este
comportamiento se puede relacionar con tumores in vivo que, después de
administrar farmacos antineoplasicos, puede resultar en una recurrencia tumoral y
la formacion de nuevos tumores con un fenotipo mas maligno en poco tiempo
[Borovski et al., 2011].

El protocolo de seleccion puede ser mejorado si, a través de los dias las células se
mantienen en un estado de estrés minimo como bajas concentraciones de drogas,
o bien, si se utilizan medios de cultivo establecidos para CSC. Durante los
primeros 3 dias de crecimiento las células de seleccion se mantienen en un estado
quiescente, se sabe que muchas drogas no pueden acceder a la célula en esta
condicion [Cheung y Rando, 2013]. Sin embargo, el disefio de algunos inhibidores
mitocondriales presentan caracteristicas de lipofilia y de una carga positiva
deslocalizada (cationes lipofilicos) lo que les permite penetrar con facilidad la
membrana plasmatica y mitocondrial, siendo mas especificos para esta ultima por
su potencial de membrana mas electronegativo; estos inhibidores pudieran no
tener problema en su mecanismo de accion, aun cuando la célula se encuentre en
estado quiescente [Cheung y Rando, 2013], ademas de que no son sustrato de la
P-glicoproteina lo que indica que no serian expulsados de las CSC.
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Terapia anti-mitocondrial en células seleccion

El metabolismo energético es un hallmark o sello caracteristico del cancer
[Hanahan y Weinberg, 2011]. A pesar de la heterogeneidad dentro del tumor
solido el suministro de ATP continda siendo dependiente de la glucdlisis y de la
fosforilacion oxidativa (FO). De esta manera, se establece que la inhibicion
selectiva del metabolismo energético tumoral prevalente puede tener un impacto
significativo en el tratamiento del cancer. Estudios previos han determinado que
las células resultantes del protocolo de seleccién dependen energéticamente de la
FO que es la via que aporta en mayor proporcion ATP sobre la glucélisis [Garcia-
Amezcua, 2016]. Lo anterior indica la necesidad de realizar una terapia anti-
mitocondrial en las CSC de mama por las caracteristicas que comparten dichas
células de seleccion con las CSC ya que el metabolismo energético es la Unica
forma que tiene la célula de adquirir ATP para llevar a cabo sus funciones
bioldgicas. Sin embargo, hasta el momento no se ha inhibido el metabolismo
energético mitocondrial y evaluado su efecto sobre la viabilidad en CSC de CaMa.
Dicha terapia podria ser mas selectiva para las CSC y las células cancerigenas no
troncales y asi mejorar la calidad de vida de las pacientes ya que los tratamientos
actuales tienen diversos efectos secundarios como se mencioné anteriormente.
Los inhibidores mitocondriales al ser cationes lipofilicos tienen la capacidad de
acumularse con mayor facilidad a la mitocondria tumoral por su incremento en el
potencial de membrana eléctrico [Rodriguez-Enriquez et al., 2012]; las células de
seleccién al depender en mayor proporcion de la mitocondria para el suministro de
ATP se ven mas afectadas al inhibir la funcion mitocondrial, por esta razon
observamos que Casiopeina ligly y a-Tea tienen una ICsp menor que los

inhibidores glucoliticos (Tabla 3).

La resistencia a farmacos antineoplasicos es una caracteristica de las CSC. Uno
de los mecanismos de resistencia a drogas en CSC es la sobreexpresion de
bombas de expulsion de farmacos como la P-glicoproteina (PGP) la cual es
dependiente de ATP y tiene como sustratos a varios agentes quimioterapéuticos

[Dean et al., 2005; Chen et al., 2016; Chu, 2010] entre ellos a las antraciclinas
46



como la doxorrubicina y a los taxanos como el paclitaxel, como se muestra en la
Tabla 2, pero que carecen de especificidad para cationes lipofilicos (como los
drogas anti-mitocondriales). Estos dos farmacos (doxorrubicina y paclitaxel) fueron
utilizados en el protocolo de seleccién por lo que se muestra que las células
resultantes fueron poco sensibles a éstos (Tabla 3) y correlaciona con la
sobreexpresion del contenido de proteina de la PGP de las células seleccionadas
ya que hubo un incremento de 6 veces con respecto a las MCF-7 (Figura 5). Se ha
reportado que las condiciones de estrés microambiental como la hipoxia o los
bajos niveles de pH inducen la expresion de los transportadores ABC [Alfarouk et
al., 2015] por lo que nuestro protocolo de seleccion incrementé la expresion de la
PGP.

Diversas drogas que son utilizadas actualmente en la clinica son sustrato de la
PGP por lo que no son tratamientos eficientes para erradicar por completo la
enfermedad ni la recurrencia del cancer; por esta razon los inhibidores
mitocondriales, como los que se muestran en la tabla 3, podrian ser una
alternativa terapéutica contra el CaMa y especificamente contra la subpoblacién
celular de CSC, al erradicar a dichas células se puede evitar la recurrencia de la

enfermedad.

Al exponer a células de seleccién a los diferentes inhibidores podemos observar
gue fueron mas sensibles a los inhibidores mitocondriales como casiopeina ligly
(IC500.8 £ 0.05) a-Tea (IC508 + 0.8) y a los antiinflamatorios tanto sulindac (ICs
36 = 8) como celecoxib (ICsp 1 + 0.2) sin embargo al exponerlos a inhibidores
glucoliticos no observamos un efecto sobre la viabilidad de las células con fenotipo
troncal; se aumentaron las concentraciones para tratar de encontrar la
concentracion inhibitoria 50 hasta 15 mM de los inhibidores y tampoco hubo
repercusion en la viabilidad de éstas células, por lo que podemos deducir que la
viabilidad de esta subpoblacién depende energéticamente de la mitocondria mas
gue de la glucdlisis. Sancho et al., 2016 reportan que la reprogramacion del

metabolismo energético en las CSC a FO hace que éstas resistan la inhibicién de
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la glucdlisis ademas de que les ayuda a resistir el estrés nutricional, lo que

correlaciona con los datos obtenidos en este estudio.
Glucodlisis en CSC

En las células de seleccién la glucdlisis solo aportd menos del 20% al ATP tumoral
[Garcia-Amezcua, 2016]. Las enzimas de la glucdlisis tienen dobles funciones

ademas de la via glucolitica lo cual puede estar ocurriendo en las CSC.

La glucolisis tiene un papel importante durante la progresion tumoral y sobre todo
en la metastasis ayudando a la acidificacion extracelular y asi promover la
migracion celular [Payen et al., 2016]. Ademas, la hexosa fosfato isomerasa (HPI),
enzima glucolitica, al ser secretada extracelularmente tiene un mecanismo de
citocina que regula la motilidad celular, esta citocina se conoce como factor de
motilidad autdcrino (AMF) y se ha encontrado que regula la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) [Gallardo-Pérez et al., 2014; Niinaka et al.,, 2010]. Otras
enzimas glucoliticas tienen funciones alternas (moonlighting) a parte de su
participacion en el metabolismo energético. La GAPDH es una enzima glucolitica
que cataliza la reaccion de gliceraldehido-3-fosfato a glicerato-1,3-bifosfato
produciendo una molécula de NADH, H" que es un cofactor necesario para la
producciéon de ATP en la FO [Lincet y Icard, 2015]. Se ha observado que se
encuentra sobre-expresado en varios tumores (como carcinoma renal, higado,
pancreas, colorectal, ovario, melanoma, glioma y mama) en comparacion con
tejido sano. Ademas de tener un papel importante en la glucélisis y en la
produccion de cofactores para la generacién de ATP, se han encontrado funciones
alternas. En cancer de mama se ha observado que hay una correlacion con su
sobreexpresion con la agresividad del tumor y también promueve la proliferaciéon

de las células cancerigenas de CaMa [Guo et al., 2013].

Sin embargo al depender energéticamente de la FO, las células de seleccién no
se ven afectadas por inhibidores glucoliticos. Lo anterior indica que es probable

que las enzimas de la glucolisis pudieran tener efectos sobre mecanismos de
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progresion tumoral mientras que su contribucion de ATP al tumor pudiera ser

minima en las CSC.

Farmacos anti-inflamatorios y candnicos

Adicional a los inhibidores anti-mitocondriales, los farmacos anti-inflamatorias
como celecoxib y sulindac fueron usados en este trabajo debido a que se propone
que actuan como desacoplantes mitocondriales y asi comprometer la proliferacion
celular. Estos tuvieron un efecto sobre la viabilidad de las células de seleccion.
Como se menciono anteriormente se ha observado que estos farmacos repercuten
en la funcién mitocondrial sin embargo, no se ha dilucidado el mecanismo de
accion. Se ha reportado que tienen capacidad pro- apoptética y anti- proliferativa y
gue éstas dos no estan relacionadas con su inhibiciébn de las ciclooxigenasas
[Ralph et al.,, 2015]. Se propone que los antiinflamatorios no esteroideos son
desestabilizadores del sistema antioxidante, esto porque incrementan la
concentracion de ROS y esto induce a muerte celular [Liggett et al., 2014]. Esta
puede ser una posible explicacién de su favorable actividad sobre las células de

seleccioén.

Se evalué el efecto sobre la viabilidad de inhibidores candnicos (los que se utilizan
actualmente en la clinica) como paclitaxel, doxorrubicina, Cisplatino y b5-
fluorouracilo y se observé una resistencia a éstos como lo reportan para esta
subpoblacién [Liu et al., 2013; Li et al., 2008]. Por lo que seguir usando estos
farmacos quimioterapéuticos no es una buena estrategia ya que no son eficientes
para evitar la recurrencia del tumor pues no erradican a las CSC, ademas de que

deterioran la calidad de vida de las pacientes [Liu et al., 2013; Li et al., 2008].

Finalmente, estos estudios dan indicios de que la terapia anti-mitocondrial podria
ser una alternativa para erradicar a las CSC de CaMa ya que nuestras células de
seleccibn comparten ciertas caracteristicas de CSC y estas dependen de la

energia en forma de ATP suministrada por la mitocondria. Las diferentes
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caracteristicas de las CSC como auto-renovacion, resistencia a farmacos,
invasion, metéstasis y formacioén de nuevos tumores son altamente demandantes
de energia por lo que inhibir la fuente de ese ATP puede inhibir la progresion de
las CSC.

En este trabajo también pudimos observar que con la terapia anti-mitocondrial las
células de seleccidn resultaron ser mas sensibles que la poblacion heterogénea
(Tabla 3). Lo que indica que la terapia anti-mitocondrial puede ser dirigida y
sensibilizar a las CSC las cuales no cuentan con un tratamiento actualmente en la

clinica.
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CAPITULO VL.

CONCLUSIONES

El protocolo de seleccion mediante condiciones de estrés microambiental fue
efectivo para enriquecer la fraccion de células que comparten ciertas
caracteristicas con las CSC provenientes de la linea celular MCF-7 en monocapa.
En este trabajo se muestra que el comportamiento y las caracteristicas de dicha
subpoblacién corresponden a lo reportado en la literatura para células troncales de

cancer de mama obtenidas por otros métodos como la citometria de flujo.

Los inhibidores mitocondriales casiopeina ligly, a-Tea y los antiinflamatorios
celecoxib y sulindac fueron méas efectivos con una menor ICsy para inhibir la
viabilidad de las células resultantes del protocolo de seleccién, en comparacion
con la poblacion heterogénea (MCF-7), por lo que se propone gue una terapia
anti-mitocondrial podria ser una buena estrategia terapéutica para erradicar a las
CSC de CaMa vy asi evitar la recurrencia  del tumor.
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ANEXO 1

Tabla 1A. Estandarizacion del protocolo de seleccion de células con fenotipo
troncal por estrés microambiental.

Condiciones Tiempo (hrs) Viabilidad CD44 (veces
microambientales (%) vs. MCF-7)
24 12+12

Individual
Hipoxia 1% O, v 85+4.6 3.7+£0.8
0.1% O, V 8315.8 31+12
Hipoglucemia (2.5 mM glc) \ 82+6.4 0.9+0.12
Taxol 10, 50, 100 nM (25 v 93-98 0
mM glc)
Doxorrubicina 10, 50, 100 N, 91-99 0
nM (25 mM glc)
Combinaciones 49+3.5 8.25+2.1
: : \
Hipoglucemia (2.5 mM glc)+
taxol 100 nM
Hipoxia 0.1% O, + v 42+6.9 725+15
doxorrubicina 100 nM (25
mM glc)
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Hipoglucemia (2.5mM gic) y \ 23.5+3.7 25.8+5.2
taxol 100 nM

+

Hipoxia 0.1% de O, y
doxorrubicina 100 nM (25
mM glc)

Se expusieron células en monocapa MCF-7 a diferentes condiciones de estrés
microambiental y se evalué el marcador CD44 por Western Blot. El protocolo que
se eligi6é fue el Ultimo y para tratar de no diferenciar a las células se dejaron con
medio sin suero por 24 hrs.

Figura 1A. Formacion de mamoesferas en MCF-7 y células con fenotipo
troncal.
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n=60 *P<0.05; *P<0.01 vs. MCF-7.

Se cultivaron 1x10° células MCF-7 y células con fenotipo troncal en un matraz
Erlenmeyer con medio DMEM sin SFB. Fueron colocadas de manera inmediata en
agitacion orbital a 50rpm por 10 dias a 37°C, 95% de aire y 5% de CO,. Se le
realiz6 cambio de medio cada 3 dias.
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Figura 2A. Ensayo de formacion de colonias (Clonogenicidad).
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Las células MCF-7 y las células con fenotipo troncal fueron sembradas a una
densidad de 2x10* células/mL en cajas petri de 150x20 mm con DMEM completo
a 37°C por 96 hrs. Posteriormente se fijaron las células afiadiendo etanol (70%)
frio (-20°) por 20 min. Se dejaron secar y se tifieron con cristal violeta al 0.1%. Se
escanearon las cajas y se contaron las colonias con el software Clono-Counter.
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