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|.  RESUMEN

Introduccién: En los tumores existe una subpoblacion de células troncales tumorales (CTT)
con la habilidad de auto-renovarse y/o diferenciarse a células tumorales maduras. Las CTT
son las responsables de la iniciacion, progresion, recurrencia y resistencia tumoral. Estas
células son reguladas por diferentes vias de sefializacion como la via de NF-kB, la cual
participa en el mantenimiento y auto-renovacién de la poblacidn troncal de cancer. El
Receptor Activador del Factor Nuclear kB (RANK) al interactuar con su ligando RANKL activa
la via de sefializacion NF-kB y promueve la induccion y mantenimiento del fenotipo troncal.
Estudios recientes muestran que la inhibicion de RANK/RANKL afecta la capacidad de las
CTT para auto-renovarse e induce la diferenciacion de la poblacién troncal. Con el
descubrimiento de las células troncales tumorales se ha planteado el uso de farmacos
especificos para eliminar esta poblacién de células y asi erradicar el tumor de manera mas
eficiente. Actualmente existe un anticuerpo monoclonal anti-RANKL (Denosumab), utilizado
para el tratamiento de osteoporosis. La efectividad de Denosumab para reducir la poblacion
troncal en los tumores aun no ha sido explorada. Objetivo: El presente trabajo pretende
analizar el efecto de la inhibicidon farmacoldgica de RANKL a través de Denosumab y evaluar
su potencial para erradicar la poblacion de CTT de la linea celular MCF7. Metodologia: Para
impedir la unidn de RANKL a su receptor se utilizé el anticuerpo monoclonal Denosumab en
la linea celular MCF7. Las células fueron tratadas con Denosumab a una concentracién de
1mg/ml. Para evaluar el efecto de Denosumab en la poblacién troncal, se analizd la
subpoblacién de CTT (CD44*, CD24~/2°) por medio de citometria de flujo y se evalud la

expresion de marcadores de troncalidad (NANOG, OCT4, ALDH1A3, ALDH8A1) de células



MCF7 tratadas con o sin farmaco. Posteriormente se realizaron ensayos funcionales para
determinar la capacidad de las CTT para auto-renovarse en presencia o ausencia del
farmaco. La capacidad clonogénica y de auto-renovacion se evalué mediante ensayos de
formacién de mamosferas. La capacidad de migracién se evalué mediante ensayos de
camaras de Boyden y la viabilidad celular se evalué mediante la técnica de MTS. Finalmente,
se realizaron xenotransplantes en un modelo in vivo de pez cebra y mediante ensayos de
dilucién limitada se analizo la frecuencia de la poblacidn troncal y el potencial tumorigénico
de las células. Resultados: Los resultados indican que la inhibicion de RANKL mediante el
uso de Denosumab, disminuye la expresion de los marcadores pluripotentes NANOG, OCT4,
y ALDH1A3 correlacionando con una disminucion de la poblaciéon troncal
CD44%,CD247/°%J° y de |a actividad auto-renovativa y de formacién de mamosferas. El
tratamiento con Denosumab también disminuyé la capacidad de migracién celular, sin
embargo, se observé un ligero aumento en la viabilidad celular tras 48h de tratamiento.
Finalmente, ensayos in vivo de dilucién limitada en pez cebra indican que Denosumab es
capaz de disminuir drasticamente la poblacién de CTT y el potencial tumorigénico de las
células. Conclusion: En conjunto estos resultados prueban la funcién de Denosumab en la
regulacién de la poblacion de CTT de cancer de mama mediante ensayos funcionales y
ensayos in vivo. Estos resultados muestran el potencial uso de Denosumab como terapia

para disminuir la poblacion de CTT en tumores mamarios.



. INTRODUCCION

Il DEFINICION DE CANCER

El cdncer es un grupo de enfermedades que se caracterizan por la proliferacion desregulada
de las células y su posible invasion a sitios distantes en el organismo 1. Hasta ahora se han
clasificado cerca de 100 tipos de cdncer los cuales comparten rasgos distintivos de esta

patologia.

Hanahan y Weinberg describieron un conjunto de caracteristicas las cuales estan presentes
en la mayoria de las neoplasias?. Este grupo de atributos son llamados los “Hallmarks del
Cancer” y consisten en diez caracteristicas adquiridas por las células al desarrollar un

fenotipo agresivo en los diferentes estados de progresion de la enfermedad (Figura 1).
Ellos proponen que las células cancerosas suelen presentar:

e Proliferacion sostenida al desregular sefiales maestras de crecimiento, permitiendo
la progresion en el ciclo y crecimiento celular.

e Evasion de sefales supresoras de crecimiento al adquirir la capacidad de ignorar
sefiales que evitan la proliferacion.

e Resistencia a la muerte celular al ignorar sefiales que favorecen la activacidon de
muerte celular via Apoptosis y mantener activas sefales anti-apoptodticas.

e Inmortalidad replicativa al evitar la senescencia celular y la fase de crisis que en

conjunto conllevan a un estado no proliferativo y muerte celular.



Induccion de angiogénesis al estimular a las células endoteliales vasculares a
desarrollar vasos sanguineos en el tumor, obteniendo niveles de oxigeno vy
nutrientes necesarios para su supervivencia.

Activacion de Invasidn y Metdstasis al adquirir la capacidad de degradar e invadir
tejidos adyacentes al tumor, migrar y establecerse en sitios distantes del organismo.
Reprogramacion de la energia metabdlica debido a que aun en presencia de
oxigeno, las células pueden reprogramar su metabolismo energético hacia glucélisis
anaerobia. Este proceso se ve acentuado cuando el microambiente tumoral genera
condiciones hipodxicas, permitiéndole a las células sobrevivir en condiciones de
estrés oxigénico.

Evasion de la destruccion inmune al evitar ser detectadas y eliminadas por el sistema
inmune, a través del reclutamiento de células propias del sistema inmune con
actividad inmunosupresora.

Inestabilidad gendmica al perder la capacidad de censar y reparar dafo al DNA
incrementando asi la sensibilidad a agentes mutagenos.

Promocion de inflamacion tumoral al reclutar células del sistema inmune que
mantienen una inflamaciéon persistente en el microambiente permitiendo la
biodisponibilidad de moléculas como factores de crecimiento, sefales de
supervivencia, factores pro-angiogénicos, enzimas que modifican la matriz
extracelular y sefiales inductoras de Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT),

favoreciendo la progresién tumoral.



Estas diez caracteristicas de las células al actuar en conjunto, le permiten a la enfermedad
adquirir un fenotipo agresivo, el cual estd relacionado con la resistencia a los farmacos
antineopldsicos, alta capacidad de metastasis a sitios distantes del organismo y regresion

de la enfermedad post-tratamiento.
Evasion de senales

Proliferacion supresoras de
sostenida crecimiento

Reprogramacion -
g ‘Evasioén de la

destruccién inmune

Resistencia Inmortalidad
a la muerte replicativa
celular
Inestabilidad Promocién de
gendmica inflamacién tumoral
Induccion de Activacién de invasion y
angiogénesis ‘metastasis

Figura 1. Los Hallmarks del cancer son un grupo de caracteristicas que adquieren las células tumorales durante
el desarrollo y progresion del cancer. Este grupo de atributos le permiten a las células sobrevivir y proliferar
en los diferentes estados de la enfermedad, favoreciendo el desarrollo de células con caracteristicas mas
agresivas. Imagen tomada y modificada de: Hanahan et. al. 2.

El cdncer es considerado actualmente como uno de los mayores problemas de salud a nivel

mundial. En el afno 2012, el Informe Mundial contra el Cancer dado por la International
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Agency for Research on Cancer (IARC) reporté un aproximado de 14.1 millones de casos
nuevos, 8.2 millones de muertes y 32.6 millones de personas viviendo con la enfermedad

dentro de los cinco afios del diagndstico®.

En México el cancer es la tercera causa de muerte en el pais. En el afio 2013 el cancer
alcanzé una tasa de mortalidad de 65.1 que representa el 12.8% de todas las muertes en el
mundo. Aproximadamente la mitad de muertes por cancer se presentan en pulmones,
estdmago, higado, préstata, mama y cérvix, con el primer lugar en muertes el cancer de

prostata en hombres y el cdncer de mama en mujeres®.

El cdncer de mama es una de las neoplasias mas comunes en el mundo, en México ocupa
el primer lugar de incidencia y mortalidad en mujeres. La tasa de incidencia y mortalidad en
el pais reportada para el aiio 2012 mostré 35.4 casos nuevos y 9.7 muertes por cada 100,000

personas>.

Il DEFINICION DE CANCER DE MAMA

La gran mayoria de los tumores malignos son de tipo epitelial (Carcinomas), siendo
responsables de aproximadamente el 80% de las muertes por cancer en el mundo. El cancer
de mama es de tipo epitelial y pertenece al grupo de los Adenocarcinomas (provenientes
de epitelios secretores)°. El cdncer de mama se define como un crecimiento anormal de
células provenientes del epitelio mamario capaces de formar un tumor, con la capacidad de

invadir tejidos y realizar metdstasis en areas distantes del cuerpo °.



De acuerdo al sitio en donde es originado el tumor mamario, el cdncer de mama se puede
clasificar como Lobular o Ductal ’. Las neoplasias ductales son las mas frecuentes y se
presentan en las células epiteliales de los ductos mamarios, caracterizadas por presentar
atipia celular y potencial invasivo. Por otro lado, las neoplasias lobulares son originadas por
las células epiteliales de los I6bulos mamarios, caracterizadas por mantener la arquitectura

lobular intacta y poseer potencial invasivo 8.

De acuerdo al grado y capacidad invasiva de las células del tumor el cdncer de mama se ha
clasificado en dos tipos: Carcinomas in situ y Carcinomas invasivos ’. Los carcinomas in situ
se caracterizan por ser neoplasias no invasivas con proliferacion intraductal/intralobular de
las células epiteliales. Los carcinomas invasivos se refieren al crecimiento anormal de células
neoplasicas capaces de penetrar e infiltrarse en la zona del estroma de la mama 2. De
acuerdo a criterios como tipo celular, secreciones, arquitectura vy perfiles
inmunohistoquimicos se sub-clasifica a los carcinomas invasivos en al menos 17 subtipos
mas: tubulares, ductales-lobulares, lobulares invasivos, ductales invasivos, mucinosos,
medulares, cribriformes, papilares, adenoides, secretores, apdcrinos y metaplasicos, entre

otros °.

Estudios en microarreglos con muestras de pacientes han logrado clasificar al cancer de
mama en cinco subtipos principales de acuerdo a sus perfiles de expresidn génica: los
subtipos Luminales (A y B), Her2+, basales %1 y el recientemente descrito, subtipo bajo en

Claudina 1213,



El subtipo Luminal A es el subtipo mas comun de cancer de mama, representando entre el
50% y 60% de todos los tumores mamarios. Se caracteriza por la alta expresion del Receptor
de Estrogeno (ER, por sus siglas en ingles) y Progesterona (PgR) y nula expresién del
receptor del Factor de Crecimiento Epidermal Humano (HER2, por sus siglas en ingles). El
subtipo Luminal A ademdas expresa marcadores de células luminales epiteliales como
citoqueratinas 8/18 y tiene una baja expresidon de marcadores de proliferacion como Ki67.
Este subtipo tiene el mejor prondstico, con una tasa baja de recurrencia y metastasis.

Notablemente, este tipo de cancer genera metastasis principalmente a hueso 4.

El subtipo Luminal B se caracteriza por presentar menor expresion del receptor de
estrogenos (ER) y progesterona (PgR) y mayor expresién de marcadores de proliferacién y
ciclo celular como Ki67, CCNB1 y MYBL2 que el luminal A. Representa cerca del 15-20% de
todos los tumores mamarios. Puede ser positivo para el receptor HER2 en cerca del 20% de
los tumores. Es el subtipo con mayores niveles de amplificaciones y aberraciones
cromosémicas. El subtipo Luminal B presenta mayor agresividad que el luminal A, similar
al subtipo HER2, con un potencial metastasico similar a los subtipos basal y HER2, con sitios

de metéstasis principalmente en hueso y en menor grado pulmén .

El subtipo HER2 positivo se caracteriza por la amplificacion de la proteina HER2 y proteinas
implicadas en la via HER2. Tumores HER2+ representan cerca de 15-20% de todos los
tumores mamarios. Presentan mayor proliferacion y agresividad que los tumores luminales,
ademas cerca del 50% de estos tumores presentan expresion del ER. Sin tratamiento, los
tumores HER2+ presentan un prondstico pobre con sitios de metastasis principalmente a

cerebro y 6rganos viscerales 4.



El subtipo Basal es uno de los subtipos menos comunes, con una prevalencia de entre el 3-
37% dependiendo de la poblacidn de estudio. Son negativos para los receptores ER, PgR y
HER2, haciendo que terapias dirigidas hacia este tipo de tumor continden siendo un reto.
El subtipo basal se caracteriza por presentar marcadores moleculares tipicos de células del
epitelio basal de los ductos mamarios, con un bajo grado de diferenciacién y alta capacidad
invasiva. Estos tumores cominmente tienen mutaciones en los genes supresores BRCAl y
TP53. Mas del 70% de los tumores con mutacién en el gen supresor BRCA1 son catalogados
como tumores basales y cerca de 83% de los tumores basales presentan mutaciones en
TP53. Los pacientes con tumores de tipo basal presentan un prondstico pobre y alto riesgo

de recurrencia en comparacién con cualquier otro tumor mamario 6.

Finalmente, el subtipo Bajo en Claudina representa cerca del 7-14% de los tumores
mamarios. Se caracteriza por la alta expresion de marcadores de diferenciacion
mesenquimales y tipicos de EMT, asi como un alto contenido de células troncales
tumorales. Este subtipo presenta baja expresién de genes luminales, marcadores de
proliferacion y moléculas de adhesién intracelular >7, ademas de un alto contenido de
células inmunes infiltradas. Los pacientes con tumores bajos en Claudina presentan un

prondstico pobre similar a tumores Luminal B, con respuesta baja a quimioterapia (Tabla 1)

17,18



Subtipos
. . Marcadores de . . N
Subtipo Frecuencia ER/PgR/Her2 . .. Supervivencia histolégicos
Proliferacién
comunes
Tubular,
Cribiforme, Ductal
Luminal A S50-60% ER+/ PgR+/HER2- |Bajo Alta ) )
invasivo, Lobular
invasivo
. . Ductal invasivo,
Luminal B 10-20% ERt/ PgRt/HER2+ |Alto Baja ] ]
micropapilar
Ductal invasivo,
Lobular invasivo,
HER2+ 10-15% ER+/ PGR- f HER2+  |Alto Baja L
Apocrinog,
micropailar
Basal 10-20%  |ER-/PgR-/HER2- |Alt Baj Metaplasico,
asa & @ ala Medular, Adenoide
Metapldsico, ductal
Bajo en Claudina |12-14% ER- / PgR- fHER2- |Alto Baja ] p
invasivo, medular

Tabla 1. Subtipos moleculares del cancer de mama. Actualmente el cancer de mama se ha clasificado en
cinco subtipos de acuerdo a sus perfiles de expresidn génica. Estos subtipos moleculares difieren entre ellos

por la expresion de ciertas moléculas caracteristicas, la tasa de proliferacion, la agresividad, asi como en

caracteristicas clinicas particulares. %1820

Il CELULAS TRONCALES TUMORALES (CTT)

Es bien demostrado que los tumores estdan conformados de poblaciones funcionales y
fenotipicamente heterogéneas, teniendo diferentes capacidades proliferativas,
morfoldgicas y de diferenciacion, siendo el origen de esta heterogeneidad blanco de
investigacidn. Actualmente se cuenta con dos modelos que tratan de demostrar el origen
de esta heterogeneidad celular en los tumores: el modelo de evolucién clonal y el modelo

de células troncales de cancer 1.

El modelo de evolucién clonal plantea que las células tumorales van adquiriendo una
variedad de mutaciones y alteraciones que les confieren caracteristicas mas agresivas que
les permiten sobrevivir durante la progresion de la enfermedad. Este modelo postula que
cualquier célula tumoral tiene capacidad tumorigénica?2. Por otro lado, el modelo de células

10



troncales de cancer postula la existencia de un grupo de células con caracteristicas similares
a las células troncales normales las cuales son llamadas “Células Troncales Tumorales”. Las
células troncales tumorales (CTT) son células capaces de auto-renovarse o de diferenciarse
y generar células fenotipicamente diversas que formaran parte del tumor?324, Las CTT son
las responsables de la iniciacidn, progresién, recurrencia y resistencia tumoral. Ademas, de

acuerdo a este modelo las CTT son las Unicas capaces de generar tumores in vivo (Figura 2)

22
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a Evolucién Clonal b Modelo CTT

Tumor heterogéneo Tumor heterogéneo
/ l \

Mutaciones estocasticas

&S & &

Células Células Células Progenitoras - Tumorales
tumorales Tumorales Tumorales Tumorales Diferenciadas

No No
Tumor Tumor
Todas las células son Solo las CTT presentan
capaces de formar un tumor capacidad de formar tumores

Figura 2. El modelo de evolucién clonal plantea que las células tumorales adquieren mutaciones que les
confieren diferentes ventajas de supervivencia durante el desarrollo del tumor. El modelo de células troncales
del cancer plantea la existencia de un grupo de células con caracteristicas troncales las cuales son las
responsables del origen y heterogeneidad tumoral. En el modelo de evolucidn clonal cualquier célula tiene
capacidad tumorigénica, sin embargo en el modelo de células troncales del cancer solo las CTT son capaces
de formar tumores in vivo. Imagen tomada y modificada de: Koren et. al. 2°.

La poblacion de células troncales presentes en los tumores se ha logrado aislar y caracterizar
a través de la expresién de diversas moléculas de superficie tales como CD44, CD24, CD133,

CD90, EpCAM, ABCGS5 2% Generalmente, es posible identificar a la poblacion de células
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troncales mediante un panel de 2 a 3 marcadores que pueden variar dependiendo del tipo

de tumor.

Las CTT poseen caracteristicas funcionales y fenotipicas que las distinguen del resto de las
células del tumor. Estas células tienen estrategias que les permiten escapar a los
tratamientos convencionales de quimio y radioterapia. Generalmente, las CTT presentan
mayor actividad de enzimas Peroxidasas y Aldehido Deshidrogenasas encargadas de la
reduccidn y eliminacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
generadas por radioterapia. Ademas, estas células también poseen una mayor actividad de
enzimas expulsoras de farmacos como Transportadores ABC y tienen una mayor capacidad

de reparacion de DNA 26,

En cancer de mama se sabe que los tumores poseen una cantidad de células troncales
tipicamente de entre 1-5% %7, sin embargo, el porcentaje de esta poblacién varia de acuerdo
al subtipo de cancer. Park et. al., demostraron que el porcentaje de células troncales en los
tumores mamarios correlaciona con el subtipo molecular, siendo los tumores basales los
gue tienen un mayor porcentaje de CTT y los tumores luminales los que tienen un menor

numero de CTT 28,

En cancer de mama las células troncales del tumor pueden reconocerse de acuerdo a la alta
expresion de las proteinas CD44 y EpCAM vy bajos/nulos niveles de CD24
(CD44* CD24~/P4J°ESA*) 26, Ademas se sabe que la actividad elevada de la enzima ALDH

estd directamente relacionada con células que presentan un fenotipo troncal 2.
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Las CTT expresan marcadores tipicos de pluripotencia. Analizando la expresion de genes
como SOX2, NANOG y OCT4 es posible dar un indicio del potencial pluripotente de las

células troncales del tumor. 2°.

Se sabe que las CTT tienen la habilidad de crecer cuando son cultivadas en condiciones de
baja adherencia. Mediante cultivos de mamosferas es posible cuantificar la actividad y auto-
renovacion de células troncales y progenitoras mamarias 3°. Esta metodologia fue disefiada
para el anélisis de células troncales en tejido mamario 3! y recientemente ha sido adaptado
en el estudio de la poblacidn troncal en tumores y lineas celulares de cancer de mama32.
Metodoldgicamente las células son cultivadas libres de adherencia y crecidas en medio
enriquecido con factores de crecimiento y moléculas que favorecen la auto-renovacion de
las células. Se cuantifica la eficiencia de formacién de mamosferas y puede ser cuantificado

el tamafio de las mismas 3.

La auto-renovacion y el mantenimiento de las células troncales tumorales se encuentran
reguladas por diferentes vias de sefializacidn. Las vias de Notch, Wnt, y Hedgohg son las vias
de senalizacién mas estudiadas implicadas en el mantenimiento, balance de troncalidad y
diferenciacién en CTT 33, Sin embargo, reportes recientes muestran la relevancia de la via

de NF-kB en el mantenimiento del fenotipo troncal en las células de cdncer de mama 343>,

I.IV  VIA DE SENALIZACION NF-kB

El Factor Nuclear kB (NF-kB) es un factor de transcripcion implicado en diversos procesos

celulares como respuesta inmune, supervivencia, respuesta ante estrés y maduracion de
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diversos tipos celulares, por lo tanto su desregulacién se vuelve un factor importante en el

desarrollo de diversas enfermedades como el cancer 3837,

La sefializacion de NF-kB consiste en la translocacién de los homodimeros/heterodimeros
de proteinas con domino Rel (Rel A, Rel B, cRel, p50 y p52) y su interaccion directa con el
DNA %/, Existen dos vias principales para llegar a la translocacién nuclear de los dimeros, la
via candnica y la via no candnica. La via candnica es activada por sefiales pro-inflamatorias
y respuesta inmune como citocinas (IL18 y TNFa) y consiste en la activacion del complejo
NEMO-IKK, resultando en la fosforilacion y degradacion de la proteina inhibitoria kB (a/B/€)
seguido por la translocaciéon nuclear de los dimeros (RelA-RelA, RelA-p50, cRel-cRel, cRel-
p50). Por otro lado, la via no candnica suele ser activada por estimulos de desarrollo y
moléculas como LTB, CD40L y RANKL. Esta via consiste en la activacion del complejo NIK-
IKKa seguido del procesamiento proteosomal de la proteina p100 a p52 y la subsecuente

translocacion de los dimeros RelB-p52 o bien RelA-p52 (Figura 3) 36,

Esta via ha sido encontrada como reguladora de diferentes procesos en cancer tales como
proliferacidon, angiogénesis, metastasis, resistencia a quimioterapias y recientemente se ha
visto el papel que desempefia en el mantenimiento de células troncales de cancer en
diferentes tumores 38, En cdncer de mama, se sabe que las células troncales tumorales
presentan mayor actividad de NF-kB que las células tumorales madurasy su actividad puede

regular la expansion, diferenciacién y capacidad de auto-renovacién de estas células 3.

El Receptor Activador del Factor Nuclear kB (RANK) es un receptor que al ser activado por

su ligando RANKL es capaz de activar la via de NF-kB 3°. Estudios recientes han mostrado
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gue células tumorales de ratones con deficiencia de RANK tienen una disminucion en su
capacidad de formacién de mamosferas. Por otra parte, la sobreexpresién de RANK
incrementa la poblacién de células troncales tumorales, sugiriendo asi que RANK puede

modular el fenotipo troncal de células de cancer de mama 441,

RANKL
A
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Figura 3. La interaccion entre RANK/RANKL desencadena el reclutamiento de proteinas TRAF y la activacion
de la via NF-kB. La via candnica consiste en la activacion del complejo NEMO-IKK encargados de fosforilar a la
proteina inhibitoria IkBa con su consiguiente degradacion y liberacion de los dimeros de NF-kB. La via no
candnica comienza con la activacién del complejo NIK-IKKa con la consiguiente fosforilacion y degradacion
parcial de la proteina p100 a p52 vy la liberacién de los dimeros NF-kB. Imagen tomada y modificada de:
Akiyama et. al. %2,
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1.V RANK/RANKL

El Receptor activador del Factor Nuclear kB (RANK) (TNFRSF11A) y su ligando RANKL
(TNFSF11) son un duo de proteinas transmembranales pertenecientes a las superfamilias
de los Factores de Necrosis Tumoral (TNF) y receptores TNF que al interactuar activan

sefiales implicadas en diversos procesos celulares 43745,

RANK/RANKL fueron descubiertas en el afio 1997 al desarrollar un papel importante en la
regulaciéon de células Ty células dendriticas, asi como en la regulacién de la remodelacién
6sea dada por osteoclastos/osteoblastos*®. Se han visto expresadas en diversos tipos
celulares como osteoclastos, células T (CD4+ y CD8+), células dendriticas, linfocitos B,
células epiteliales mamarias, queratinocitos, etc., desarrollando diversos roles fisioldgicos
como remodelacidon dsea, regulacién inmune, desarrollo de érganos linfoides y en el

desarrollo de gldndulas mamarias lactantes 3.

En primera instancia fue caracterizado el papel de RANK/RANKL en procesos inmunitarios.
Andlisis en células inmunes mostraron alta expresién de RANKL en células T (CD4+ y CD8+)
y mayor expresién de RANK en células dendriticas®. La estimulacion con RANKL promueve
la supervivencia de células dendriticas a través de la expresion de la proteina anti-
apoptotica bel-xI*®%7. La interaccidon entre células T y células dendriticas a través de la via
RANK/RANKL aumenta la supervivencia de las células dendriticas y la activacién de las

células T, potenciando en conjunto a la respuesta inmunitaria 484,

De manera simultanea a la inmunoregulacion, se descubrié el papel de RANK/RANKL en la

fisiologia del hueso. RANK/RANKL induce la formacion y activacion de osteoclastos a partir
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de la diferenciacidn de sus precursores >%>1 RANKL se encuentra expresado en la superficie
de osteoblastos y osteocitos, mientras que RANK se expresa en la superficie de precursores
de osteoclastos. La interaccion entre RANK/RANKL induce la diferenciacion de los
precursores de osteoclastos a osteoblastos maduros capaces de degradar el hueso %3. El
desbalance en la actividad de RANK/RANKL en tejido éseo conlleva al desarrollo de
patologias como la osteoporosis. La hiperactividad de RANKL estimula la produccién
excesiva de osteoclastos. La actividad elevada de los osteoclastos genera un desbalance

entre la produccién y remocidon osea, favoreciendo el desgaste excesivo del tejido éseo *2.

Recientemente también se descubrio el papel que desarrolla RANK/RANKL en la fisiologia
de las glandulas mamarias durante el embarazo. Estudios en ratones deficientes de
RANK/RANKL mostraron deficiencias morfoldgicas en el desarrollo de las glandulas
mamarias lactantes durante el embarazo acompafiado de una disminuciéon en la
proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales y progenitoras mamarias 3. De
manera cronoldgica se sabe que durante el embarazo los niveles de la hormona sexual
progesterona se ven aumentados. Este aumento en progesterona resulta en un aumento
en la expresion de RANKL en células luminales epiteliales mamarias sensibles a
progesterona. Los niveles altos de RANKL favorecen la activacion de la via RANK/RANKL en
células progenitoras y epiteliales mamarias RANK* estimulando la proliferacion y

expansion de estas células %,
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IVl RANK/RANKL EN CANCER DE MAMA

Debido a que RANK/RANKL son reguladores de la proliferacion y diferenciacion de células
epiteliales y progenitoras mamarias, un desbalance en la via esta relacionado con el

desarrollo o progresién de neoplasias en el epitelio mamario.

En cancer de mama se conoce el papel de RANK/RANKL en la progresion y agresividad de la
enfermedad. Estudios en pacientes con cancer de mama correlacionan la expresién de
RANKL con el desarrolloy la agresividad de la enfermedad. Ademas, RANKL se ha propuesto

como un marcador prondstico, predictivo y de metdstasis >>°°,

Estudios en lineas celulares muestran el papel de RANK/RANKL en tumorogénesis y
procesos metastasicos. Palafox et. al., reportan que la expresién de RANK es capaz de
inducir el proceso de Transicidon Epitelio mesénquima (EMT), inducir el fenotipo troncal
(CD44*CD247) y promover tumorigénesis y metdstasis en la linea celular de epitelio
mamario MCF10A%. Un segundo estudio muestra una relacién positiva entre la expresion
de RANK y el nUmero de metdstasis dseas de linea celular de cancer de mama MDA-MB-

231 trasplantada en ratones °’.

Ademas de procesos metastaticos, estudios actuales mostraron la relacién entre
RANK/RANKL en el desarrollo de cancer de mama en pacientes con mutacion en el gen de
reparaciéon BRCA1/2. Analisis en muestras de tejido pre-neoplasico con mutacién en
BRCA1/2 y tejido normal mostraron mayor expresiéon de RANK en las células con BRCA1/2
mutado. Adicionalmente, células BRCA™RANK + mostraron mayor dafio al DNA,

capacidad clonogénica y proliferacidon. Estos resultados en conjunto demuestran que
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RANK/RANKL puede promover el desarrollo de neoplasias en pacientes con mutacion en

BRCA1/2 %8,

Finalmente, experimentos recientes en ratones han demostrado el papel de la via
RANK/RANKL en la capacidad troncal de tumores mamarios. Al abatir la via de sefializacién
RANK/RANKL utilizando una proteina recombinante RANK-Fc se demostré que la inhibicién
de RANKL disminuye el potencial tumorigénico a través de la disminucidn de la poblacién

de células troncales en el tumor, forzandolas a diferenciarse en células tumorales maduras

59

Debido a que RANK/RANKL estd asociado con diferentes procesos implicados en la
progresion y agresividad del cancer de mama y correlaciona con un prondstico pobre, la
inhibicidn de esta via promete brindar buenos resultados en el tratamiento y prevencién de
tumores en tejido mamario. Ademas debido al papel de RANK/RANKL en la regulacion de
fenotipo troncal, se ha planteado que la inhibicién del RANKL puede impactar en la

eliminacion de la poblacidn troncal y por ende en el tratamiento del cancer.

Actualmente existen farmacos dirigidos contra la interaccion de RANK/RANKL. Denosumab,
un anticuerpo IgG2 monoclonal anti-RANKL es usado como tratamiento para la enfermedad
de osteoporosis post-menopausica, reduciendo y previniendo el desgaste de los huesos.
Ademas es usado para prevenir fracturas éseas en pacientes con metastasis a hueso y

problemas asociados con tejidos dseos en pacientes con cancer de mama y prdstata®>44,
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VIl TERAPIAS DIRIGIDAS HACIA CTT

Debido a que las células troncales tumorales poseen la capacidad de iniciar y promover el
crecimiento tumoral, y tienen una gran resistencia a la quimioterapia®®, es necesario
proponer estrategias terapéuticas dirigidas para la eliminacion de células con caracteristicas
troncales. Actualmente se ha planteado el uso de farmacos dirigidos hacia la eliminacién de
células troncales tumorales, de manera simultdnea con fdrmacos quimioterapéuticos
convencionales para eliminar de manera mas eficiente el tumor e impedir la recurrencia

tumoral (Figura 4) 3.
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Figura 4. Las CTT al ser resistentes a farmacos antineoplasicos convencionales son las responsables de la
recurrencia tumoral tras recibir un tratamiento. El uso de terapias convencionales combinadas con terapias
anti-CTT promete la eliminacidn total del tumor evitando asi la recurrencia del mismo. Imagen tomada y
modificada de: Verastem ©%.

El acido retindico es el primer farmaco dirigido hacia la eliminaciéon de la poblacion de

células troncales tumorales. Este farmaco es utilizado para tratar la Leucemia pro-mielitica
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aguda debido a la induccién de diferenciaciéon de las células leucémicas pre-mieloides en
células maduras. De manera interesante, se ha visto que este farmaco tiene capacidad
antineoplasica a través de la inhibicion de crecimiento e induccion de diferenciacion celular
de CTT en diferentes tipos de céncer. 2 Estudios en otros tipos de neoplasias, como tumores
de pancreas, han demostrado que el dcido retindico tiene la capacidad de diferenciar a las
CTT y de reducir su capacidad de auto-renovacion, forzandolas a su diferenciaciéon terminal
63,64 Actualmente, este farmaco se encuentra en investigacion para determinar su posible

uso en tumores solidos.

Ademas del acido retindico, algunos estudios han mostrado que diversos compuestos
fitoquimicos tienen el potencial para disminuir la poblacién troncal de tumores
cancerigenos. Compuestos tales como curcumina, metformina, quercitina, sulforafano, se
han propuesto como candidatos capaces de reducir la poblacidn de CTT de los tumores. Sin
embargo, a pesar de los estudios, la efectividad de estos compuestos no ha sido establecida

con claridad ©°.

Actualmente, Chu et. al., demostré que Denosumab posee la capacidad de disminuir
diversos marcadores moleculares de CTT tales como CD44, CD133, SOX2, OCT3/4, CD491y
NANOG en lineas celulares de cancer de prdéstata, dando asi el primer indicio de que
Denosumab posee la capacidad de disminuir la poblacién de CTT . En cancer de mama
Cuyas et. al., mostrd la eficiencia de Denosumab para disminuir la capacidad de formacién
de mamosferas en la linea epitelial mamaria MCF10A con mutaciéon en BRCA1 ¢,

Paralelamente, muestran la capacidad de Denosumab en combinacidon con metformina
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para disminuir la formacion de mamosferas de la linea de cancer de mama MDA-MB-436

con mutacion en BRCA1 ©8.

. JUSTIFICACION

El cancer de mama es uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial. A pesar de
la existencia de terapias dirigidas hacia la mayoria de los tumores mamarios, aun se
presenta baja efectividad y altas tasas de recurrencia. Las CTT son responsables del
establecimiento, progresidon y mantenimiento del tumor, por lo tanto, la eliminacién de esta

poblacion promete buenos resultados en el tratamiento del cancer.

La sefalizacién de NF-kB estd implicada en el mantenimiento y auto-renovacion de las CTT
de cancer de mama. RANK/RANKL activan la via de NF-KB, y su expresion es crucial para la
sobrevivencia y mantenimiento del fenotipo troncal. El uso de inhibidores de la via
RANK/RANKL podria brindar una ventaja terapéutica para eliminar la fraccion troncal de
tumores cancerigenos. Denosumab, un anticuerpo igG monoclonal anti-RANKL aprobado
para el tratamiento de osteoporosis podria funcionar como un antineopldsico para eliminar
la poblacidn de CTT, sin embargo su uso no ha sido completamente explorado. El uso de
Denosumab en pacientes con cancer de mama en combinacién con farmacos
convencionales podria disminuir la recurrencia tumoral y erradicar en su totalidad al tumor.

Sin embargo su uso en cdncer aun es limitado.
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IV. HIPOTESIS

La via de sefializacién de RANK/RANKL es vital para el mantenimiento de la poblacién de
células troncales de cancer de mama. La inhibicién de la via mediante un anticuerpo
neutralizante (Denosumab) impide la auto-renovacion de estas células y por lo tanto afecta

el crecimiento tumoral.

V. OBIJETIVO GENERAL

Evaluar la funcién de Denosumab en la regulacién de la poblacién troncal y la capacidad

tumorigénica de la linea celular de Cancer de mama MCF7.

VI. OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de Denosumab en la expresién de marcadores de troncalidad.

2. Determinar la capacidad de Denosumab para reducir la poblacién de células
troncales tumorales.

3. Evaluar el efecto de Denosumab en la capacidad clonogénica y auto-renovativa de
la linea celular.

4. Analizar el efecto de Denosumab en la viabilidad y migracién celular de la linea.

5. Evaluar el efecto antitumoral de Denosumab en un modelo in vivo de pez cebra

(Danio rerio).
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Cultivo Celular

Se trabajé con la linea celular de cancer de mama del tipo Luminal A, MCF7 obtenida del
ATCC que fue cultivada en medio RPMI 1640 (Cat.# 10-040-CMR) enriquecido con 5% de
Suero Fetal Bovino (SFB) (Cat.# 26140-079). Las células se mantuvieron creciendo en una

incubadora a 37°C con 5% de CO,.
Tratamiento con Denosumab

Anteriormente en el laboratorio se realizé una curva de concentracién vs respuesta
(disminucién de la poblacién CD44*CD247/4J%) del tratamiento con Denosumab en
células BT20. La EC50 del farmaco fue aproximadamente de 460ug/ml, por tanto, para
alcanzar el efecto total deseado se utilizd la concentracion de 1mg/ml. Extrapolando esta
informacidn se decidio utilizar la concentracion de 1mg/ml para los experimentos en la linea

celular MCF7.

Un total de 350,000 células fueron cultivadas en placas de 12 pozos en medio RPMI
deficiente de SFB y tratadas con Denosumab (Amgen®, Xgeva®) a la concentracién de
1mg/ml durante 24 horas para los ensayos de PCR en tiempo real (qPCR), migracion y

ensayos in vivo; y durante 48 horas para los ensayos de citometria de flujo.

RT-PCRy PCR en tiempo real (qPCR)
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El RNA total se obtuvo por medio de TRIzol Reagent (Cat.# 15596026) siguiendo las
recomendaciones del proveedor. La cantidad e integridad del RNA fue cuantificado
mediante espectrofotometria utilizando un Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer. Un
total de 500ng a 2ug de RNA fueron tratados con RQ1 RNase-Free DNase (Cat.# M6101) y
retro-transcritos utilizando los kits SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Cat.# 11754050),
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Cat.# 4368813) o Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (Cat.#K1671). La gPCR fue realizada utilizando 7ul de SYBR Select Master Mix
(Cat.# 4472908) en el termociclador 7900HT (Cat.# 4329001). La tasa de cambio fue
calculada utilizando el método AACT. Los primers utilizados para la reaccidn se encuentran

enlistados en la tabla 2.

Gen Secuencia Sentido (5’ - 3') Secuencia Antisentido (5’ - 3’) Tm(°C)
TBP GCTCTCATCTACCCTTGCCTCCC TGCCACTCCCTGCAACTCAACA 60
18s ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG TCCTCGTTCATGGGGAATAA 56
OCT4 ACATCAAAGCTCTGCAGAAAGAAC | CTGAATAACTTCCCAAATAGAACCC 56
NANOG AGGCAAACAACCCACTTCTG TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT 56
ALDH8A1 CAGGCTACTTTATGCTTCCCAC GCTCTTTCAATCACCTCCTCTT 56
ALDH1A3 GCATACCGTGGAAGGGCG GCTCTCTGGGCTATTGATTCTGTC 56

Tabla 2. Secuencia de Primers y temperatura de fusion (Tm) de los genes evaluados por qPCR.

Citometria de Flujo

Un total de 1x10° células fueron resuspendidas en PBS enriquecido con SFB 1% y se
incubaron con los anticuerpos CD44/FITC (Cat.# 555478) y CD24/PE (Cat.# 555428) durante

30min a 4°C. Los anticuerpos Fitc-lgG1 (Cat.# 130-092-213) y PE-IgG1 (Cat.# 130-092-212)
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se utilizaron como control de isotipo. Las células fueron analizadas en el citémetro FACSaria

y los resultados fueron analizados en el programa Flowjo Software Package.

Ensayos de Migracion en cdmaras de Boyden

Se cultivaron 6,000 células en pozos Transwell de 6.5mm y poro de 8.0um en 200ul de
medio RPMI deficiente de SFB colocados en placas de 24 pozos con 600ul de medio
enriquecido con SFB al 10%, incubandose durante 24 horas a 37°C. Las células que migraron

fueron fijadas con Paraformaldehido (PFA) al 4% y tefiidas con cristal violeta para su andlisis.

Ensayo de viabilidad celular (MTS)

Se cultivaron 10,000 células en placas de 96 pozos en medio RPMI deficiente de SFB y se
trataron con Denosumab a las concentraciones de 250ug/ml, 500ug/mly 1mg/ml por 24,
48 y 72 horas. El ensayo de MTS se realizd utilizando CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Cat.# G5430). Las células se incubaron con el reactivo durante 2h
con 30min a 37°C en oscuridad. Los resultados fueron analizados en el espectrofotémetro

Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector a una longitud de onda de 596nm.

Ensayos de formacion de mamosferas

Para evaluar la capacidad clonogénica y de auto-renovacidén de la linea celular, 6,000 células
fueron cultivadas en placas de 12.5 cm? con 3ml de medio MammoCult Human Medium Kit
(Cat.# 05620) enriquecido con 0.48ug/ml de hidrocortisona y 4ug/ml de heparinay tratadas
con Denosumab a la concentracion de 1mg/ml. Después de 14 dias de crecimiento se

obtuvo el RNA total de las esferas, o bien, se disociaron y sub-cultivaron bajo las mismas
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condiciones por tres generaciones. Se contd el nimero de esferas y se calculd el volumen

4
con laformulaV = gnazb.

Para determinar el potencial del fdrmaco en disminuir el tamafio de las mamosferas se
realizd una variante del experimento, cultivando 6,000 células en medio MammoCult
enriquecido con 0.48ug/ml de hidrocortisona y 4ug/ml de heparina y se mantuvieron las
células sin tratar durante 14 dias. Posterior a estos dias las células fueron tratadas con
1mg/ml de Denosumab durante 14 dias mas y se cuantificé el nimero y volumen de las

esferas.
Xenotransplantes en pez cebra (Danio rerio)

Para analizar la capacidad tumoral in vivo de las células, se obtuvieron embriones de pez
cebra de cruzas naturales adultas que fueron mantenidas con un pH constante de 7.2-7.4,
temperatura de 26-28 °Cy ciclo luz oscuridad 14h/10h. Los embriones fueron colocados en
cajas de Petri con medio especial de embriones de pez cebra y mantenidos a 28.5°C durante
48h post-fertilizacién. Posteriormente, los embriones fueron decorionados y anestesiados
con tricaina (MS-222) (Cat.# E10521). Se inyectaron cuatro diluciones de células (200, 300,
400 y 700) en el saco vitelino de los embriones utilizando un Picoliter Microinjector PLI-
100A acoplado a una aguja de borosilicato. Los peces trasplantados se mantuvieron en una
incubadora a una temperatura de 34°C hasta el fin del experimento. Ensayos de Dilucién

Limitada fueron analizados utilizando el software Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA)

69
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Andlisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado biolégico (excepto en los casos marcados).
Todos los datos fueron analizados en el programa GraphPad Prism 7. Mediante la prueba
de T de Student se calculd la significancia estadistica. Una p value <0.05% fue considerada
estadisticamente significativo. Las graficas reportadas estan acompafadas por barras de

error estandar (excepto en los casos marcados).

VIIl.  RESULTADOS

Las células troncales se caracterizan por expresar factores asociados a pluripotencia, los
cuales les permiten auto-renovarse y permanecer en un estado no diferenciado. La
disminucion en la expresidn de estos marcadores reduce la capacidad de auto-renovacion
de las CTT?. Para evaluar el efecto de Denosumab en la capacidad troncal de la linea celular
MCF7 se evalué la expresion de marcadores moleculares de pluripotencia mediante gPCR.
Como se muestra en la Figura 5, el tratamiento con Denosumab durante 24h fue suficiente
para reducir la expresién de OCT4, NANOG y ALDH1A3 de manera significativa, con cerca
del 50% de inhibicién de la expresion, sin embargo, a pesar de que la expresién de ALDH8A1
no es significativa, se logré observar una tendencia a la disminucién. Este resultado nos
muestra el primer indicio del potencial de Denosumab para disminuir el fenotipo troncal de

las CTT.
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Figura 5. Denosumab disminuye la expresion de marcadores de pluripotencia. Expresion de los marcadores
pluripotentes OCT4, ALDH8A1, NANOG y ALDH1A3 evaluada por gqPCR en la linea celular MCF7 con y sin
tratamiento con 1mg/ml de Denosumab durante 24h. La expresion de los genes fue normalizada utilizando la
expresion del gen constitutivo TBP o 18S. La tasa de cambio se analizé contra el grupo control. Las graficas
mostradas representan el promedio de tres replicas independientes con tres replicas técnicas, con barras de
error estandar. *p<0.033 **p<0.002 ***p<0.001.

Las CTT de cancer de mama se han caracterizado de acuerdo a la alta expresién de la
proteina CD44 y la baja o nula expresion de CD242°, Para evaluar el efecto de Denosumab
en la poblacién troncal de la linea celular MCF7 se analizé la expresion de las proteinas CD44
y CD24 mediante citometria de flujo tras 48h de tratamiento. En MCF7, la poblacién troncal
CD44*CD247/b4J° fye de aproximadamente 0.15% (Fig. 6). De manera interesante, la
inhibicién de RANKL a través de Denosumab durante 48h redujo la poblacién troncal en
aproximadamente un 20% (Fig. 6a, b). Estos resultados sugieren que Denosumab es capaz

de disminuir la poblacion de CTT aun en lineas celulares con bajo contenido de estas.
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Figura 6. Denosumab disminuye la poblacién de células CD44+CD247/°%°, Anilisis de expresion de las
proteinas CD44 y CD24 por citometria de flujo en células MCF7 control y MCF7 tratadas con Denosumab
durante 48h. (a) Las graficas muestran la expresion conjunta de CD44 y CD24 de células MCF7 control y MCF7
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tratada con Denosumab. Los datos fueron normalizados con base a los isotipos. La grafica representa una
réplica técnica de un experimento independiente. (b) Porcentaje de células CD44*CD247/%4° de la linea
MCF7 control y MCF7 tratada con Denosumab. La grafica representa el promedio de un experimento
independiente con triplicado técnico y barras de desviacion estandar.

Las CTT poseen la capacidad de crecer y formar colonias cuando son cultivadas en
condiciones de baja adherencia3®3!. Para evaluar el efecto de Denosumab en la capacidad
clonogénica se realizaron cultivos de mamosferas por dos semanas a partir de células MCF7
control y células MCF7 tratadas con Denosumab (Fig. 7a). De manera interesante el
tratamiento con Denosumab no logré disminuir de manera significativa el nimero de
mamosferas formadas (Fig. 7b), sin embargo, las mamosferas formadas por la linea MCF7
tratada con Denosumab presentaron un didametro y volumen drdsticamente menor que las
mamosferas formadas por las células MCF7 control (Fig. 7c, d, e). Estos resultados dan un
indicio de que la inhibicién de RANKL a través de Denosumab es suficiente para reducir el

tamarfio de las esferas formadas por la linea celular MCF7.

Es bien sabido que los cultivos en mamosferas tienen poblaciones enriquecidas de CTT y
por tanto poseen una mayor expresién de los marcadores de células troncales3%3!. Para
verificar la repercusion de la formaciéon de mamosferas en el fenotipo troncal, se analizé la
expresiéon de los marcadores pluripotentes en células cultivadas en monocapa y en
mamosferas a partir de la linea celular MCF7. Como se observa en la Figura 7f las células
gue conforman las mamosferas presentaron una mayor expresion de NANOG y ALDH8AL1.
El gen OCT4 se expresé de manera similar en ambas condiciones de cultivo y curiosamente,
la expresion de ALDH1A3 se vio disminuida en cultivos en mamosfera. Para evaluar el efecto

de Denosumab en la expresién de los marcadores pluripotentes en células cultivadas en
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mamosferas se evalud la expresion de OCT4, NANOG, ALDH8A1 y ALDH1A3 en cultivos en
mamosfera tratados con o sin Denosumab. Sorprendentemente en la Figura 7g se observa
que la expresion de NANOG y ALDH8A1 disminuye cuando las células son tratadas con
Denosumab. De manera interesante la expresion de ALDH1A3 y la expresion de OCT4 no
presentaron cambios notorios. En conjunto estos resultados muestran un posible aumento
en los marcadores pluripotentes de las células cultivadas en mamosferas, sin embargo, el
tratamiento con Denosumab parece lograr atenuar este aumento en el fenotipo troncal a

través de la regulacion de los marcadores pluripotentes.
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Figura 7. La inhibicion de RANKL con Denosumab disminuye el tamafio de mamosferas y modifica la
expresion de genes de pluripotencia en estos cultivos. (a) Células MCF7 obtenidas a partir de un cultivo en
monocapa se cultivaron en mamosfera durante 14 dias. Uno de estos cultivos recibié tratamiento con
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Denosumab 1mg/ml durante los 14 dias de crecimiento, hasta el fin del experimento. (b) Tasa de cambio, (c)
diametro y (d) volumen de mamosferas formadas por células MCF7 control y MCF7 tratadas con Denosumab
durante 14 dias de crecimiento en cultivos en mamosferas. Las graficas representan el promedio de tres
replicas independientes, con barras de error estandar. *p<0.033 **p<0.002 ***p<0.001. (e) Imagenes
representativas de mamosferas formadas por células MCF7-Control y MCF7-Denosumab. (f) Expresién de
marcadores de células troncales tumorales en cultivos en monocapa contra cultivos en mamosfera de la linea
celular MCF7. La expresion de los genes fue normalizada utilizando el gen constitutivo TBP o 18S. La grafica
representa el promedio de dos réplicas biolégicas con barras de desviacidon estandar. (g) Expresién de
marcadores de células troncales tumorales en cultivos en mamosferas de células MCF7 control y MCF7
tratadas con Denosumab durante 14 dias. La expresion de los genes fue normalizada utilizando el gen
constitutivo TBP o 18S. La grafica representa el promedio de dos réplicas bioldgicas con barras de desviacién
estandar. Las tasas de cambio de los experimentos fueron analizadas con respecto al grupo control. *p<0.033
**p<0.002 ***p<0.001.

Las CTT poseen un potencial auto-renovativo que les permite mantener los niveles de
células troncales presentes en los tumores?®?4, Para evaluar el efecto de Denosumab en la
capacidad de auto-renovacidn, se realizaron ensayos seriales de formacién de esferas
durante tres pases a partir de células MCF7 con o sin tratamiento con Denosumab. De
manera interesante, el tratamiento con Denosumab no disminuyé el numero de
mamosferas formadas en los pases (Fig. 8a). Sorprendentemente el volumen de las
mamosferas se vio reducido drasticamente en las tres generaciones de crecimiento (Fig. 8b,
c). Este experimento nos da un indicio del potencial de Denosumab para disminuir la
capacidad de formacion de mamosferas a través del volumen durante tres pases de

crecimiento de la linea celular MCF7.
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Figura 8. Denosumab disminuye el volumen de mamosferas de tres pases de crecimiento. Tasa de cambio
del (a) nimero y (b) volumen de mamosferas formadas en tres generaciones de células MCF7 control y MCF7
Denosumab crecidas en cultivos en mamosferas. La tasa de cambio se analizé contra el grupo control. La
grafica representa dos réplicas independientes con barras de desviacion estandar. (c) Imagenes
representativas de mamosferas formadas por células MCF7 control y MCF7 tratadas con Denosumab en las
tres generaciones.

Los resultados mostrados hasta ahora demuestran el potencial de la inhibicién de RANKL
para reducir la capacidad de formacion de esferas de las células tratadas con Denosumab.
Para determinar si Denosumab puede actuar sobre esferas totalmente formadas, se
realizaron cultivos en mamosferas mantenidas durante 14 dias. Y posteriormente se
trataron con Denosumab durante 14 dias (Fig. 9a). Como era de esperarse, no se

encontraron cambios en cuanto al nUmero de mamosferas formadas en ambas condiciones
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(Fig. 9b), sin embargo se observd una disminucidn drastica en el didametro y volumen de las
mamosferas formadas por células MCF7 tratadas con Denosumab (Fig. 9c, d, e). Estos
resultados muestran el potencial de Denosumab para disminuir el tamafio de mamosferas

previamente formadas.
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Figura 9. Denosumab disminuye el tamafio de mamosferas totalmente formadas. (a) Las mamosferas fueron
crecidas en las mismas condiciones durante 14 dias, posteriormente se comenzé el tratamiento con
Denosumab 1mg/ml durante 14 dias mas. (b) Tasa de cambio, (c) didmetro y (d) volumen de mamosferas
formadas por la linea células MCF7. Las graficas representan el promedio de tres réplicas bioldgicas con barras
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de error estandar. *p<0.033 **p<0.002 ***p<0.001. (e) Imagenes representativas de mamosferas formadas
por MCF7 Control y MCF7 tratadas con Denosumab.

Debido al impacto de Denosumab en la disminucién del tamafio de las esferas formadas por
MCF7, se decidio evaluar el efecto del farmaco en la viabilidad celular durante un rango de
tiempo de 24h-72h y con un rango de concentraciones de 250ug/ml-1mg/ml para asi
corroborar si el efecto observado en las mamosferas es debido a una disminucion en la
viabilidad de las células. Los resultados muestran que el tratamiento con tres
concentraciones de Denosumab (250ug/ml, 500ug/ml ,Admg/ml) a 24, 48 y 72 horas no
disminuyen la viabilidad, por el contrario, la administracién de Denosumab logra aumentar
la viabilidad de la linea celular MCF7 (Fig. 10). La administracién de 1Img/ml con Denosumab
aumenta de manera significativa la viabilidad de las células a las 48h del tratamiento. Estos
resultados sugieren que Denosumab no afecta de manera negativa la viabilidad de la linea
celular MCF7, sugiriendo otro mecanismo por el cual Denosumab disminuye el crecimiento

de las esferas.
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Figura 10. Denosumab no disminuye la viabilidad de la linea celular. Viabilidad relativa de las células MCF7
control y MCF7 tratadas por 24, 48 y 72 horas con Denosumab a tres concentraciones (250ug/ml, 500ug/mly
1mg/ml). Lectura de absorbancia a 596nm. La grafica representa el promedio de tres experimentos
independientes con triplicado técnico, con barras de error estandar. Todos los datos se normalizaron contra
el Control 24h. *p<0.033 **p<0.002 ***p<0.001.

Evidencias recientes, demuestran que las CTT tienen capacidad migratoria’®. Para evaluar
el efecto de Denosumab en la capacidad de migracién celular, se realizaron ensayos de
migracidn en camaras de Boyden durante 24 horas. Los datos muestran que el tratamiento
con Denosumab disminuyd la capacidad de migracidon de la linea celular de manera

significativa en cerca de un 20%. (Fig. 11).
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Figura 11. Denosumab disminuye la migracién de la linea celular. Ensayos de migracidn de la linea celular
MCF7 control y MCF7 tratada con Denosumab por 24 horas. (a)Cuantificacion del porcentaje de células que
migraron a través de una membrana de policarbonato después de 24 horas. La grafica representa el promedio
de tres experimentos independientes con triplicado técnico, con barras de error. *p<0.033 **p<0.002
***¥p<0.001. (b) Imagenes representativas de camaras de Boyden con las células que migraron en ambas
condiciones tefidas con cristal violeta.
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De acuerdo al modelo de Células Troncales del Cancer, las CTT son las Unicas células
tumorales capaces de formar tumores in vivo?2. Para evaluar el efecto de Denosumab en la
capacidad tumorigénica in vivo se realizaron xenotransplantes en embriones de 48 horas de
pez cebra. Aproximadamente 200, 300, 400 y 700 células tratadas con o sin Denosumab
fueron inyectadas en embriones de pez cebra decorionados y anestesiados con tricaina. De
manera interesante el tratamiento con Denosumab disminuyd la capacidad tumorigénica
de la linea MCF7 (Fig. 12) Por otra parte se realizé un analisis de dilucion limitada extrema
(ELDA) para obtener la frecuencia de CTT presentes en la linea celular®.
Sorprendentemente la linea celular MCF7 control tiene una frecuencia estimada de 1 célula
troncal por cada 975 células y la linea MCF7 tratada con Denosumab tienen una frecuencia
de 1 células troncal por cada 3274 células (Fig. 12b, c, d). Estos datos en conjunto sugieren
que Denosumab logra disminuir el potencial tumorigénico y poblacién de CTT de la linea

células MCF7 en un modelo in vivo.
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Figura 12. Denosumab disminuye la capacidad tumorigénica y la poblaciéon de CTT in vivo. Ensayos
tumorigénicos en modelos in vivo de pez cebra inoculados con células MCF7 control y células MCF7 tratadas
con Denosumab durante 24h. (a) Aproximadamente 200, 300, 400 y 700 células fueron inoculadas en
embriones de pez cebras de 48 horas. La tabla muestra el nimero de células inoculadas, nimero de peces y
numero de tumores formados en las dos condiciones experimentales (Respuesta). (b) La tabla representa el
resultado del andlisis ELDA, en donde se muestra la frecuencia de CTT en las dos condiciones. (c) La grafica
representa el analisis ELDA. El eje de las X representa el nimero de células inoculadas y el eje de las Y
representa el logaritmo de la fraccidn de los peces que no formaron tumor. (d) Imagenes representativas de
embriones de pez cebra inoculados con células MCF7 control y MCF7 tratadas con Denosumab por 24h. Las
graficas obtenidas son producto de tres experimentos independientes.

IX. DISCUSION

Con el descubrimiento de las CTT la busqueda de blancos especificos capaces de eliminar

los tumores malignos ha generado un nuevo enfoque. Las CTT son células con la capacidad
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de auto-renovarse, diferenciarse en células tumorales y capaces de repoblar los
tumores?>?4. El desarrollo de nuevos farmacos con la habilidad de eliminar a la poblacién

de CTT en los tumores promete buenos resultados en el tratamiento del cancer.

El presente trabajo demuestra que la inhibicion de RANKL mediante el anticuerpo
monoclonal Denosumab disminuye la poblacién de CTT de cancer de mama. La
administraciéon de Denosumab durante 48h es suficiente para disminuir la poblaciéon de CTT
(CD44* CD247/b4J%) Chu et al., también demostraron que Denosumab posee la capacidad
de disminuir la poblacién CD44*CD24~ de céncer de préstata, correlacionando con los
resultados obtenidos en este experimento®. De manera similar Yoldi et al., mostré que la
inhibicién de RANKL mediante la proteina recombinante RANK-Fc disminuye la poblacién

troncal de tumores mamarios al inducir la diferenciacidn celular en modelos murinos in vivo.

La inhibicion de RANKL mediante Denosumab disminuyé la expresidn de los marcadores de
pluripotencia OCT4, NANOG y algunos miembros de la familia de las ALDH (ALDH8A1 y
ALDH1A3). Estos resultados correlacionan con los obtenidos por Chu et al., donde el
tratamiento con Denosumab en lineas celulares de cdncer de prdstata disminuye la
expresion de diversos marcadores de pluripotencia, entre ellos OCT4 y NANOG®®. El
mecanismo por el cual RANK/RANKL regula la expresion de marcadores troncales es
desconocido; sin embargo, se sabe que RANK/RANKL induce la activacion de la via NF-kB°.
Liu et al., demostrd que la via candnica de NF-kB puede regular genes de pluripotencia como
NANOG y SOX27! . De manera similar Vazquez-Santilldn et al., mostré que la expresiéon de
los genes que codifican a las enzimas ALDH puede ser regulados por la via de NF-kB*. Estos

resultados en conjunto sugieren que la inhibicidn de los genes OCT4, NANOG ALDH8A1 y
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ALDH1A3 posiblemente se encuentra relacionada con la inhibicion de la via NF-kB a través
de la neutralizacion de RANKL, sin embargo, se requieren mas estudios para poder

corroborar esta hipétesis.

A pesar de que el porcentaje de CTT (CD44+CD247/7%%) de la linea celular MCF7 fue de
aproximadamente 0.15%, la inhibicion farmacoldgica de RANKL fue suficiente para reducir
aproximadamente el 50% de la poblacidn. De manera interesante esta reduccion de la
poblacién impacté drasticamente en las caracteristicas clonogénicas, y tumorigénicas de la
linea celular MCF7. Los experimentos de este trabajo demuestran que a pesar del bajo
porcentaje de CTT, el tratamiento con Denosumab es suficiente para modificar la actividad

de la linea celular.

De manera interesante la administracién de Denosumab logré disminuir drasticamente el
tamafio de las mamosferas formadas. Estos resultados demuestran que Denosumab reduce
el potencial clonogénico de la linea celular MCF7 probablemente por la disminucién de la
poblacién troncal la cual es capaz de formar esferas cuando son cultivadas en baja
adherencia. De manera contraria Cuyas et al., demostré que la administracién de
Denosumab no es suficiente para disminuir el tamafio de mamosferas y proponen que es
necesaria la combinacion con Metformina para lograr disminuir el tamafo de las
mamosferas formadas por la linea celular de cancer de mama MDA-MB-436 deficiente en
BRCA1 %8 Sin embargo, esto posiblemente puede ser explicado debido a la sensibilidad a

farmacos de las diferentes lineas celulares.
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La formacion de mamosferas modifica la expresion de algunos marcadores de pluripotencia
en células troncales tumorales. Los genes NANOG y ALDH8A1 aumentaron su expresion
cuando las células fueron cultivadas en mamosferas y el gen ALDH1A3 disminuyd su
expresion. Curiosamente, cuando las mamosferas fueron tratadas con Denosumab, estos
mismos genes fueron regulados. La expresion de NANOG y ALDH8A1 disminuyé mientras
gue la expresidon de ALDH1A3 se vio aumentada durante el tratamiento con Denosumab.
De manera conjunta, estos resultados muestran que las células cultivadas en mamosferas
expresan marcadores que favorecen la regulacién de la poblacion troncal y que la
administraciéon de Denosumab logra revertir estos efectos. Estos resultados sugieren que la
via de RANKL incide sobre la regulacién de los marcadores troncales necesarios para la auto-

renovacion de CTT.

La administracion de Denosumab logré disminuir el volumen de las mamosferas formadas
durante tres pases celulares. Este experimento nos muestra que Denosumab podria
disminuir el potencial clonogénico de la linea celular a través de las generaciones. De
manera interesante, con respecto al nimero de mamosferas, no se observa ningin cambio.
Estos resultados nos muestran que Denosumab logra disminuir la capacidad de formacién
de esferas de tres pases celulares a través de la disminucion del volumen de las esferas, lo

cual podria relacionarse con la capacidad auto-renovativa de las células.

La administracién de Denosumab también afecté el tamano de las mamosferas
preformadas. Los resultados de estos experimentos pueden funcionar como analogia de lo

que ocurre en un tumor in vivo. Este experimento es clave para mostrar el potencial de
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Denosumab para actuar directamente sobre el tumor y disminuir el tamafio de masas

celulares preexistentes.

De manera interesante, la administracion de Denosumab no es suficiente para disminuir la
viabilidad celular, por el contrario, las células tratadas con 1mg/ml de Denosumab
presentan un aumento en la viabilidad celular. Estos resultados indican que Denosumab no
ejerce ningun efecto sobre la viabilidad de las células, sin embargo, la administracién de
Denosumab es suficiente para reducir la poblacién troncal tumoral. Estos resultados
sugieren que Denosumab podria afectar la poblacion de CTT a través de la induccion de
diferenciacién celular tal como lo demuestra Yoldi et. al., en su articulo con la proteina
recombinante RANK-Fc en cédncer de mama®°. Diversos estudios han demostrado que
durante la diferenciacién de las células troncales tumorales, las células pasan a un estadio
mas diferenciado de células “Transito-Amplificantes”’%73. Las células transito-amplificantes
son células con mayor tasa de proliferacién, menor capacidad auto-renovativa y mayor
grado de diferenciacién que las células troncales’®’>. El efecto de aumento en la viabilidad
de las células tratadas con Denosumab podria deberse a la diferenciaciéon de las CTT a
células transito-amplificante, las cuales por aumento en la proliferacidon generan un mayor
numero de células diferenciadas. No obstante, las células de transito-amplificante son

células diferenciadas que tienen capacidad proliferativa limitada y no son tumorigénicas.

Debido a que Denosumab no afecta la viabilidad celular, se plantea que este farmaco
pudiera actuar como inductor de diferenciacion de células troncales tumorales. Esta
caracteristica de Denosumab hace factible la posibilidad de utilizar este farmaco como un

antineoplasico dirigido hacia poblacién troncal, el cual podria disminuir la masa tumoral sin
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afectar a las células normales del paciente. Otros inhibidores de la via de NF-kB como
partenolide, pirrolidina-ditiocarbamato y dietil-ditiocarbamato son capaces de disminuir la
poblacién de CTT de cancer de mama, sin embargo no presentan especificidad, ya que
pueden alterar otras vias de sefializacién importantes y provocar la muerte de células

normales haciendo riesgoso su uso como antineoplasico’®”’.

Estd demostrado que las CTT presentes en los tumores tienen la capacidad de migrar e
invadir tejidos distantes’?. La inhibicion de RANKL con Denosumab disminuyd la capacidad

de migracion de la linea celular MCF7.

Estd bien demostrado que la via RANK/RANKL puede facilitar procesos de migracion a hueso
en diferentes tipos de céncer, tal como en cdncer de mama®’, ademds de inducir el proceso
de transicién epitelio-mesénquima?®® y regular procesos de motilidad en cédncer®. Estos
procesos son importantes durante eventos metastdsicos y de migracion de células
tumorales. Jones et al., demostré que la estimulacién con RANKL puede regular la
migracion de lineas celulares de cdncer de mama como MCF7’8. Estos resultados en
conjunto pueden correlacionar la disminucién de la poblacidn troncal en la disminucién de

la capacidad de migracidn de la linea celular.

Finalmente, el tratamiento con Denosumab logré disminuir la capacidad tumorigénica de la
linea celular MCF7. Segun el modelo de células troncales del cancer solo las CTT poseen la
capacidad de formar tumores in vivo. Los resultados muestran que Denosumab logra evitar
la formacién de tumores debido a la disminucidn de la poblaciéon troncal de la linea celular.

Mediante un andlisis de diluciéon limitada extrema (ELDA) se corroboré que la
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administracion de Denosumab durante 24 horas es suficiente para disminuir la poblacion
de CTT de la linea celular MCF7. Estos resultados correlacionan con la disminucién de la
poblacién CD44%,CD247/4°, |a disminucién de los marcadores de pluripotencia y la
disminucion en la capacidad de formacién de mamosferas, demostrando asi el potencial del

farmaco en la disminucion de las CTT.

Otros articulos sugieren que la inhibicion de RANKL puede ser un posible blanco para
tumores mamarios con mutacion en el gen de reparacion BRCA1°8. Sin embargo, esos
resultados sugieren la inhibicion de RANKL como medida preventiva contra el desarrollo de
cancer de mama en pacientes con mutacion en BRCAL. El presente trabajo es el primero en
demostrar que Denosumab es capaz de disminuir la poblacion de CTT en una linea celular

de tipo luminal’®.

X. CONCLUSION

Los resultados presentados en este proyecto demuestran que Denosumab puede disminuir
la poblaciéon de CTT de la linea celular de cancer de mama MCF7. Denosumab logré
disminuir la expresiéon de marcadores de pluripotencia, la poblacién CD44%, CD24~/P%jo
la capacidad de formacién de mamosferas, la migracién y la capacidad tumorigénica in vivo

de las células.
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El tratamiento con Denosumab aumentd la viabilidad celular, sin embargo, mediante una
terapia combinada con farmacos quimioterapéuticos convencionales se podria controlar

este efecto y asi eliminar el tumor de manera eficiente.

El presente trabajo muestra el potencial de Denosumab como posible farmaco
antineoplasico dirigido contra la poblacién troncal el cual podria disminuir masas tumorales
de manera especifica a través de la inhibicidn de la auto-renovacion y/o diferenciacién de

la poblacién de CTT sin afectar a las células normales.

XI. PERSPECTIVAS

El presente trabajo muestra el potencial de Denosumab para disminuir la poblacién de CTT
en la linea celular MCF7 de cancer de mama. Sin embargo, la linea celular MCF7 es una linea
con caracteristicas moleculares de fenotipo Luminal A”°. Es necesario realizar experimentos
en lineas celulares con fenotipos mas agresivos, tales como Luminales B, HER2+, Basales y
Bajos en Claudina las cuales tienen un mayor nimero de CTT y asi corroborar el efecto de

Denosumab en un mayor panorama de tumores mamarios.

Los resultados mostraron que Denosumab disminuye la expresién de los marcadores de
pluripotencia, sin embargo, el mecanismo molecular por el cual Denosumab logra disminuir
esta expresidon no estd demostrado con claridad. El estudio del mecanismo por el cual
Denosumab logra disminuir la expresidn de los marcadores pluripotentes y el fenotipo de

CTT podria aportar informacion relevante al estudio aqui presentado.
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Estudios recientes demuestran que RANK no es el Unico receptor con el cual puede
interactuar RANKL. El receptor LGR4 es un receptor quede ser activado por RANKL en células
de pre-osteoclastos y evitar su diferenciacién a osteoclastos maduros®. Ademas el receptor
LGR4 a través del ligando R-spondin (RSPO) se ha visto capaz de regular el fenotipo de las
CTT e involucrarse en la iniciacidn, progresion y metastasis tumoral en cdncer de mama®.
El estudio de la activaciéon de LGR4 por RANKL y su papel en el mantenimiento del fenotipo
de las CTT de cancer de mama podria proporcionar mayor informacién sobre el mecanismo

molecular por el cual Denosumab disminuye la poblacién de CTT.

Sorprendentemente, el tratamiento con Denosumab logré disminuir el tamafio, sin
embargo, no disminuyd el nimero de las mamosferas formadas por la linea celular MCF7.
Demostrar el proceso por el cual Denosumab no permite el crecimiento de las mamosferas
podria brindar informacidn util sobre las ventajas del uso de Denosumab en pacientes con

cancer.

Ensayos que demuestren la diferenciacién de las CTT a células transito-amplificantes son
requeridos para poder relacionar este proceso con el aumento en la viabilidad. El estudio
del uso de Denosumab en combinacidn con farmacos convencionales quimioterapéuticos
podria proveer informacidn sobre la capacidad de estas combinaciones farmacolégicas para

disminuir la agresividad de las células tumorales y detener la progresién tumoral.

El estudio de CTT en modelos in vivo proporciona informacién sobre el potencial
tumorigénico de las células®®. El uso de ratones inmunodeficientes como modelo bioldgico

es uno de los modelos mds aceptados para el estudio del cancer. El presente trabajo
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muestra un ensayo in vivo utilizando pez cebra como modelo, sin embargo es necesario la

realizacion de ensayos en modelos murinos para verificar los resultados observados.

El estudio en muestras de pacientes provee una informacion mds cercana sobre el posible
efecto del farmaco en un paciente. El desarrollo de organoides celulares a partir de
muestras de pacientes podria proveer informacién sobre posibles biomarcadores de

respuesta ante la administracion de Denosumab?283,

Debido a que las concentraciones de Denosumab utilizadas en este proyecto son altas, el
tratar de alcanzar estas concentraciones en ensayos clinicos de pacientes con tumores
mamarios es un reto. La utilizacion de nanoparticulas acopladas al anticuerpo podria

permitir alcanzar estas concentraciones de manera mas directa y especifica.

Finalmente se deben realizar ensayos que muestren los posibles efectos citotéxicos del
farmaco a la concentracién propuesta. Utilizando las mismas concentraciones de
Denosumab en células normales, muestras de pacientes o mediante ensayos in vivo se
podria mostrar el posible efecto que tiene Denosumab sobre las células sanas en esas

concentraciones.
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