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1. CONCEPTOS GENERALES SOBRE CELULAS STEM

En los ultimos tiempos se ha comenzado la busqueda y estudio de las llamadas células
madre o stem. Las células stem tienen dos caracteristicas principales:

o Capacidad de auto-renovacién: generar copias exactas de si mismas
e Capacidad de diferenciarse: formar otros tipos de células dentro de un 6rgano

Se reconocen diferentes tipos de células stem, las llamadas células stem embrionarias y
células stem adultas. Las células stem embrionarias son aquellas que forman el embrién y
tienen la capacidad de formar practicamente cualquier otra célula del cuerpo, siendo por
esta razén potencialmente utiles para la regeneracién de tejidos e incluso para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Por otro lado, las células stem adultas
son especificas de tejido y presentan una capacidad de diferenciarse mucho mas limitada.
Las células stem adultas son un pequefio porcentaje de las células que conforman los
sistemas de 6rganos donde dan lugar a tipos celulares especificos. Se las encuentra en la
piel, la glandula mamaria, el intestino y el sistema nervioso, entre otros. La renovacion
tisular es mantenida por las células stem a través de un proceso finamente regulado de
auto-renovacion y muerte celular. La desregulacion de este proceso es un evento clave en

la patogenia del cancer.’
Se ha descripto un tercer tipo de células stem: la célula stem tumoral (de su sigla en inglés

CSC). El pensamiento clasico postula que los tumores se desarrollan como resultado de
mutaciones aleatorias y que cualquier célula puede convertirse en una célula tumoral. Sin
embargo, “la hipétesis de la célula stem tumoral” postula que el cancer sélo puede
formarse a partir de células que ya tienen las propiedades de una célula stem. Estas
células pueden ser cualquiera de las células stem normales dentro de cada tejido o
pueden ser otras células (no stem) que, a través de mutaciones, han adquirido esa
capacidad de auto-renovacion. Al igual que las células stem somaticas adultas normales,



las CSC poseen un potencial ilimitado de proliferacién que ayuda a la iniciacion vy
propagaciéon del tumor. Las CSC también poseen otra caracteristica distintiva de las
células stem normales, la capacidad de auto-renovacion, lo que le permite diferenciarse en

diferentes tipos de células funcionales que generalmente forman la mayor parte del tumor?.
El hecho de que los canceres comprenden células con propiedades de células stem tiene

importantes implicancias clinicas®.
Una reciente publicacién ha tratado de responder a la pregunta de por qué algunos

organos presentan una tasa de formacion de tumores mas alta que otros *. Los autores de
este trabajo examinaron la relacion entre el riesgo de cancer y el numero de renovaciones
de las células stem en 6rganos especificos, encontrando una fuerte correlacion entre estos
dos factores. Por ejemplo, especificamente en el colon, hay una alta tasa de divisiones de
las células stem adultas normales y un alto riesgo de carcinogénesis. Por el contrario, la
vesicula biliar presenta un menor numero de divisiones de células stem y un menor riesgo
de carcinogénesis. Estos datos refuerzan la idea de que las células con capacidad de

auto-renovacioén pueden ser la fuente de los tumores.
Uno de los desafios mas grandes en el desarrollo de tratamientos eficaces contra la

patologia oncoldgica es el hecho de que los canceres son heterogéneos. Existen dos
formas de esta heterogeneidad. EI modelo clasico postula que la heterogeneidad se
desarrolla a partir de la mutacién y la selecciéon de las células dentro de un tumor. El
segundo modelo de heterogeneidad surge a partir de CSC que son capaces de
diferenciarse y formar las diferentes células del tumor. Por otra parte, una CSC puede
evolucionar y mutar durante la tumorigénesis, surgiendo asi multiples células stem
distintas dentro de un determinado tumor®.

2. LA RESISTENCIA A LOS TRATAMIENTOS CONVENCIONALES. NOVELES
BLANCOS TERAPEUTICOS

A pesar de los avances en el tratamiento del cancer, muchas terapias fallan al curar al
paciente, lo que resulta en progresion de la enfermedad, recurrencia y reduccién de la
supervivencia general. Histéricamente, los estudios se han centrado en los mecanismos
genéticos y bioquimicos que causan la resistencia a los medicamentos. Sin embargo, se
sabe que el cancer es una enfermedad heterogénea y existe una conciencia creciente de
que la heterogeneidad intratumoral contribuye a la falla en las terapias y la progresion de

la enfermedad ©.
Las CSC son una pequefia parte dentro del tumor, presentan una tasa de proliferacion

muy baja y son insensibles a los tratamientos convencionales como la quimioterapia y la
radiacion, que principalmente reducen la masa tumoral removiendo células proliferantes .
Este hecho presenta un gran desafio tanto para la investigacion basica como para el
desarrollo de noveles terapias contra la patologia tumoral. Algunos trabajos han
demostrado ademas, que las CSC son las semillas malignas que causan la metastasis °.
Por lo tanto, muchas de las terapias que han sido desarrolladas pueden reducir el tamafo

del tumor, pero no son curativos cuando el cancer es metastasico.
Hay numerosas propiedades que hacen a las CSC resistentes a diferentes tratamientos.

En primer lugar, tienen diferente cinética del ciclo celular; en realidad son células en
reposo y numerosas terapias tienen como blanco terapéutico células que estan
proliferando rapidamente. En segundo lugar, las CSC expresan proteinas anti-apoptaticas,



como BCL-2 y Bcl-X y resisten a la muerte celular. En tercer lugar, las CSC tienen
mecanismos de reparacion del ADN mas eficiente que las otras células que conforman el
tumor y los niveles de antioxidantes que las protegen contra la radioterapia se pueden
encontrar aumentados. Ademas, esta subpoblacion expresa proteinas transportadoras con

la capacidad de bombear los agentes quimioterapicos fuera de las células’.
Finalmente, las CSC expresan altos niveles de la enzima aldehido deshidrogenasa: ALDH

(utilizada como uno de los marcadores de células stem) que es capaz de metabolizar
algunos agentes quimioterapéuticos °. Claramente, las CSC tienen un amplio arsenal de

mecanismos que les permiten resistir la quimioterapia y la radiacion.
Para muchos tipos de tumores como el cancer de mama, la reduccion del tumor primario

no se correlaciona bien con la supervivencia del paciente. Por lo que se requiere de un
profundo analisis que contemple la existencia de CSC, antes del desarrollo de terapias
adyuvantes. Sin embargo, este es un gran desafio, porque algunas de las vias de
sefalizacién utilizadas por las CSC también pueden ser utilizadas por las células stem de

tejidos adultos normales, que son esenciales para el mantenimiento de los érganos
Una de las primeras evidencias sobre la resistencia a la quimioterapia fue reportada por Li

y colaboradores en 2008, en pacientes con cancer de mama. Los autores evaluaron la
proporcion de CSC mamarias (CD44+/CD24-) en biopsias obtenidas de pacientes antes,
durante y después de la quimioterapia neoadyuvante (para los tumores HER2 negativos) o
la terapia con Lapatinib (para los tumores HER2 positivos). En aquellos pacientes con
cancer HER2 negativo que recibieron quimioterapia neoadyuvante, el porcentaje de CSC
aumentd aun cuando el tumor se redujo. En los pacientes con cancer HER2 positivo que
recibieron terapia con Lapatinib, la proporcion de CSC disminuyé ligeramente junto con la
reduccién del tumor '°. Estas evidencias llevaron a pensar que la eficacia clinica
encontrada pudo deberse a la capacidad del agente bloqueante del receptor HER2 para
actuar sobre las CSC mamarias. Por otro lado, en los pacientes que recibieron
quimioterapia citotoxica, el porcentaje de CSC aumentd, como consecuencia de la
resistencia que presentan estas células a este tipo de tratamiento. Es decir que la

quimioterapia y la radioterapia podrian tener una consecuencia no deseada.
¢, Como ocurre esto? La quimioterapia induce la muerte de las células cancerosas y éstas

secretan citocinas como la interleucina (IL)-8. Se ha descubierto que las CSC expresan
receptor para IL-8 denominado CXCR1. Cuando IL-8 se une a CXCR1, se produce el
bloqueo de la apoptosis y la induccidn de sefales intracelulares que desencadenan el
proceso de auto-renovacion. Se cree que este mecanismo pudo haberse desarrollado para
conservar a las células stem normales dentro de los tejidos lesionados, conduciéndolas a
proliferar con el fin de reparar el tejido. Sin embargo, cuando esto sucede en el ambiente

del tumor, el resultado final es un aumento del nimero de CSC "' .
Actualmente, numerosos investigadores plantean la hipdtesis de que los tratamientos

dirigidos a la poblacion CSC podrian ser mas efectivos que las terapias existentes, y
podrian transformar drasticamente los resultados del tratamiento en oncologia.Vias de
sefalizacién como Notch, Wnt y Hedgehog desempefian un papel clave en la auto-
renovacion y mantenimiento de estas células stem 2. Estas vias, y otras vias intrinsecas y
extrinsecas, son el blanco de multiples agentes terapéuticos .



2. MARCADORES MOLECULARES PARA LAS CELULAS STEM

Parte de la importancia de las CSC radica en el hecho de ser consideradas como semillas
de la metastasis. Charafe-Jauffret y colaboradores realizaron un andlisis retrospectivo de
109 pacientes con cancer de mama inflamatorio y hallaron que la expresion del marcador
ALDH se encuentra asociado a una menor supervivencia y aumento de metastasis ™. Por
otro lado, las células stem tumorales también pueden contribuir a la latencia o “dormancy”
del tumor. La evidencia sugiere que células stem latentes en la médula 6sea podrian

reactivarse y causar recurrencia muchos afos después *.
En los ultimos afos se han identificado muchos marcadores de células stem tumorales

diferentes, examinando varios tumores malignos. En la tabla 1 resumimos los principales
marcadores de CSC conocidos actualmente en diferentes tipos de tumores . Podemos
notar que muchos de los marcadores se conservan entre diferentes CSC debido a que

éstos representan células mas primitivas que comparten vias comunes.
Un concepto importante es que las CSC no constituyen una poblacion homogénea dentro

de un mismo tumor. Se ha estudiado que, en los tumores de mama, las CSC situadas en
el borde de un tumor invasivo eran distintas de las del interior. Concretamente, las células
CD44+/CD24- estaban ubicados en el borde invasivo, en la periferia del tumor, mientras
que las células que expresan el marcador ALDH se encontraron en el interior. En base a
su morfologia y expresién de marcadores, estas subpoblaciones de células stem son
llamadas mesenquimales o tipo epitelial respectivamente. Se cree que las células
mesenquimales, al estar ubicadas en el borde invasivo son responsables de la metastasis
y que las células stem epiteliales albergan la capacidad proliferativa para el desarrollo de
un nuevo tumor en el sitio metastasico, lo que explica cdémo un tumor latente se podria

reactivar después de muchos arios".
La identificacion certera de las células stem es un gran desafio. Por ejemplo, las células

stem normales y tumorales de la glandula mamaria han sido identificadas en base a la
expresion combinada de marcadores de superficie tales como Sca-1, CD24°, CD49f,
ALDH", CD44*, CD133". Pero aun hoy en dia no se puede definir un grupo de marcadores
que caractericen completamente una de estas dos poblaciones, dado que todos los
marcadores reportados en la actualidad son compartidos también por células progenitoras
normales parcialmente diferenciadas e incluso por células totalmente diferenciadas. Es
importante mencionar que la diferencia seria principalmente de indole cuantitativa, y que
lo que varia entre las distintas sub-poblaciones seria el grado de expresién de estos
marcadores. Por ello, se considera que el marcador final que determina la caracteristica
de célula stem mamaria es la capacidad de generar una glandula mamaria completa in
vivo, demostrando asi su potencial de auto-renovacion y su habilidad para diferenciarse a
todos los tipos celulares que conforman la glandula mamaria.

3. CELULAS TUMORALES STEM Y CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

Las células tumorales circulantes (CTC) se definen como aquellas células que se
desprenden de un tumor e ingresan al torrente sanguineo. Las CTCs son eventos



heterogéneos que se encuentran en muy baja concentracion en sangre y su génesis esta
dada por el proceso de transicion epitelio-mesenquimatica (TEM). Si bien la TEM cumple
un rol fundamental en la embriogénesis normal, también es un proceso muy importante
durante la progresion del tumor primario, cuando algunas células adquieren un fenotipo

invasivo que les permite llegar al torrente sanguineo .
La progresion tumoral que conduce a la metastasis es un proceso complejo de varias

etapas. Las células matastasicas deben someterse a la TEM, separarse de la masa
tumoral primaria, invadir la matriz extracelular, extravasar, sobrevivir en el torrente
sanguineo y diseminarse en o¢rganos distantes. Afortunadamente, este proceso es
altamente ineficiente y solo un pequefio nimero de CTCs es capaz de producir metastasis
exitosas. Aquellas células que logren colonizar el 6rgano blanco deben exhibir
caracteristicas propias de las células tumorales stem (CSCs), como la alta invasividad, es
por ello que se las denomina células madre tumorales circulantes %,

Siendo las CTCs muy escasas y la cantidad de muestra que puede tomarse del paciente
es limitada, el estudio de las CTCs plantea grandes desafios técnicos. A pesar de estos
desafios, los investigadores han desarrollado una variedad de técnicas para capturar e
identificar estas células. CellSearchTM es actualmente la unica plataforma valida y
autorizada por la FDA para el uso prondstico en cancer de mama, prostata y colon .

Por otro lado, la presencia de células tumorales circulantes se constituye en un indicador
de mal prondstico en diversos carcinomas. Por ejemplo la presencia de 5 o mas CTCs en
cancer de mama, prostata o pulmén o de 3 o mas CTCs en cancer colorectal cada 7,5ml
de sangre periférica son indicadores de una disminucion de la supervivencia libre de

progresién tumoral y de la supervivencia total #'.
Todas estas evidencias revelan la enorme importancia de las técnicas para la deteccion

de las CTC, basadas en la expresion de los multiples antigenos que caracterizan a las
diferentes subpoblaciones .Las tres familias mas conocidas de antigenos que pueden
estar presentes solos o en combinacion en las CTC son %:

e Marcadores epiteliales: Molécula de adhesién celular epitelial (EpCAM),
Citoqueratinas (Cks) y E-Cadherina

e Marcadores mesenquimales: N-Cadherina, Vimentina y Twist1

o Marcadores de células Stem: ALDH1, CD44+/CD24bajo/—~ y Proteinas ABC
(proteinas de la bomba de extrusidén de xenobidticos)

Finalmente, para que sea posible considerar a las CTCs como biomarcadores de tumores
y que aporten al avance de la medicina personalizada deben estandarizarse los métodos
de recoleccién de la muestra, de aislamiento y deteccion.

4. CELULAS STEM TUMORALES MAMARIAS



El cancer de mama es el tipo mas comun de cancer en las mujeres y es la segunda causa
de muertes relacionadas con el cancer en todo el mundo. Recientemente se identificd a
las células stem tumorales mamarias como uno de los principales factores responsables

de la resistencia a la terapia, la recaida y metastasis %°.
El epitelio mamario estd compuesto por dos tipos celulares, las células luminales y

mioepiteliales (células basales), que estan organizadas en una serie de conductos
ramificados que terminan en alvéolos secretorios. Las células luminales y basales se
originan a partir de células stem mamarias pluripotenciales (MaSCs) durante el desarrollo
del epitelio mamario. La jerarquia del epitelio mamario sugiere que las células stem
tumorales mamarias podrian derivar de las MaSCs normales, transformadas por la

desregulacion de la auto-renovacion *,
En los primeros estudios sobre células stem se demostrd que solo una pequena fraccion

de células en una leucemia humana eran capaces de transferir la leucemia a ratones
inmunosuprimidos 3'. En forma analoga, otro grupo de investigadores quiso estudiar si lo
mismo ocurria en el cancer de mama. Como se indicd previamente, las CSC mamarias
fueron identificadas como CD44 positivas y CD24 negativas. La inoculacién de tan solo
200 de estas células en la glandula mamaria de un raton inmunosuprimido result
suficiente para el desarrollo de un tumor, mientras que 20.000 células que no expresan
estas proteinas marcadoras no fueron tumorigénicas. Se concluyd que las células con este
patron biomarcador, caracteristico de CSC mamarias representan solo el 1% - 5% de las

células que componen los canceres de mama humanos * .
Recientemente nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la linea celular de tumor

mamario murino LM38-LP (modelo desarrollado en el Area Investigacion de nuestro
instituto), presenta una poblacién de CSC cercanas al 4%. Estas células no solo pueden
regenerar in vitro la linea completa con todos sus componentes celulares (luminales y
mioepiteliales) sino que inoculadas en forma ortotépica (0 sea en la propia glandula
mamaria) en ratones singeneicos BALB/c también regeneran un tumor con iguales
caracteristicas al tumor parental M38, surgido en el bioterio de este instituto *.

Podria decirse que el mayor avance en el tratamiento del cancer de mama durante la
ultima década ha sido el desarrollo de terapias dirigidas contra HER2. Hasta un 60% de
los pacientes con cancer de mama HER2 positivo experimentan una respuesta terapéutica
completa. La eficacia clinica notable de los agentes que bloquean HER2 se debe a la
capacidad de estos agentes para actuar sobre las CSC de mama 3. En estudios
realizados sobre lineas celulares tumorales mamarias que expresaban el receptor HER2 y
tratadas con trastuzumab, se demostré una disminucion de la poblacion de CSC. Por
supuesto, que el desarrollo de agentes contra HER2 ha sido anterior a la hipotesis de las
CSC, pero la evaluacion restrospectiva permite inferir que su eficacia también se debe a la
participacién del receptor HER2 en el mantenimiento de las CSC *

Principales marcadores de Células Tumorales Stem humanas (CSC)



En el pasado, el tratamiento del cancer de mama con terapias contra HER2 se limit6 a
pacientes con tumores HER?2 positivos, ya que se pensaba que seria el unico grupo que
se beneficiaria. Paik y colaboradores analizando en forma retrospectiva biopsias
pertenecientes a pacientes que habian recibido trastuzumab y quimioterapia adyuvante
para el cancer de mama HER2 positivo, encontraron que el 18% de los pacientes
inicialmente clasificados de esta manera eran en realidad HER2 negativo. Este grupo no
encontré correlacion entre la eficacia del tratamiento con trastuzumab y la expresion de
HER2. De hecho, los pacientes que eran HER2 negativo también se beneficiaron con el
tratamiento, mostrando una reduccion del 66% en la recurrencia ** . Este resultado
contradictorio a la intuicion podria deberse al hecho de que HER2 se expresa
selectivamente en la poblacion CSC. Esto puede explicar por qué trastuzumab, que es
capaz de reducir la poblacion de células stem que expresan HER2, puede tener un
beneficio clinico incluso en pacientes clasificados como HER2 "negativo". Estos datos
sugieren que es posible que se hayan desarrollado terapias adyuvantes utilizando el
paradigma equivocado

Tipo de Tumor Marcadores de Superficie de CSC

Tumores Sélidos

Cerebro '8 CD133+ CD49f+ CD90+

Mama "’ ALDH+ CD44+ CD24-/o bajo
Colon "® CD133+ CD44+ CD24+

Pulmon '° CD133+ CD44+ CD166+ CD90+
Melanoma % CD271+ CD20+ CD133
Pancreas ?' CD133+ CD44+ ESA++ CD24+
Prostata % CD133+ CD44+ CD117/c-kit

Tumores Hematoloégicos

Leucemia Mielocitica aguda % CD34+ CD38+
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