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RESUMEN

Las células madre oncogénicas constituyen una
subpoblacién de células tumorales que tienen la capacidad
de auto-renovarse y de generar tumores heterogéneos en
animales de experimentacién. Estudios recientes han
demostrado que las células madres oncogénicas juegan un
papel central en la tumorigénesis, la progresiéon tumoral
y la sensibilidad al tratamiento, lo que las convierte en
blancos muy prometedores para el desarrollo de nuevas
terapias antineopldsicas. En el caso particular del cdncer
de mama estas células se descubrieron en 2003. Tras su
identificacion,diversos estudios se enfocaron en identificar
las actividades celulares que caracterizan a esta poblacion,
lo cual permitié saber que las células madres mamarias
son mds resistentes a la quimioterapia que el resto de
las células tumorales. Al sobrevivir al tratamiento, estas
pueden ser capaces de repoblar el tumor y producir
recurrencia. El presente articulo tiene como objetivo
resumir evidencia reciente que indica que tanto cambios
en la expresion de transportadores de membranas como
alteraciones en diversas vias de sefializacion participan
en la quimiorresistencia de las células madre mamarias.
Adicionalmente,estarevision discute las posibles estrategias
paravencer laresistenciaterapéuticay lograrlaerradicacion
de las células. Esas estrategias pueden ser la base para la
generacion de mejores terapias que prevengan larecurrencia
de los tumores de mama.
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SUMMARY

The cancer stem cells are a subpopulation of tumor cells that
display self renewal capability and generate heterogeneous
tumors when injected into a experimentation animals.
Recent studies have shown that stem cancer cells play akey
role in the tumor development, progression, and treatment
sensitivity, making cancer stem cells are very promising
targets for the development of a new therapies for cancer.
In the case of breast cancer, stem cells were discovered
in year 2003. Since they identification, different studies
have characterized the cell activities that distinguish this
population. Now it is well known that breast cancer stem
cells are more resistant to chemotherapy than the rest
of the breast cancer cells. Given that cancer stem cells
survive the treatment, they may be capable to repopulate
the tumor, causing relapse. The present paper aims to
summarize the recent evidence that indicates that changes
in the expression of membrane transporters as well as
alterations in various signaling pathways are involved in
the generation of resistance in breast cancer stem cells. In
addition, this review discusses the possible strategies to
overcome drug resistance and to achieve the eradication
of the cancer stem cells. These strategies may become
the basis for the development of new therapies that block
relapse in breast cancer.
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INTRODUCCION

as células cancerosas dentro de

untumorpresentanheterogeneidad

funcional, es decir, diferentes

células presentan diferente

morfologia, grado de diferen-

ciacién, capacidad proliferativa,
einvasividad V. Recientemente se haidentificado
una pequefa subpoblacién de células con
caracteristicas biolégicas tnicas: 1. Se dividen
asimétricamente, generando otra célulaigual (es
decir se auto-renuevan) y unacélula progenitora;
y 2. Cuando se trasplantan a animales son capaces
de generar un tumor que presenta linajes
heterogéneos®. A estas células, por sus
caracteristicas comunes con las células madre
normales, se les ha llamado células madre
oncogénicas (CMO). El descubrimiento de las
CMO ha llevado a proponer la hipétesis de que
es este grupo reducido de células malignas son
las responsables de la iniciacién y progresion
del tumor, e incluso pueden estar involucradas
en la formacién de metdstasis y la recurrencia
tumoral ¢-¥. La hipétesis también sugiere que
las nuevas terapias antitumorales debieran estar
dirigidas a erradicar las células de mas alta
jerarquia en la formacién del tumor: las CMO.

Aunque no se sabe si las CMO derivan de
células madre normales o de células progenitoras
que han adquirido la capacidad de auto-
renovacion,ambos escenarios consideran que las
CMO adquieren sus caracteristicas fenotipicas
mediante alteraciones genéticas. En conjunto,
estas alteraciones hacen que las CMO sean mds
resistentes a las terapias antineopldsicas que el
resto de las células tumorales ©. Las CMO que
sobreviven a la terapia pueden ser capaces de
repoblar los tumores y producir una recaida.
Ademas, dado que las mutaciones pueden ser
transmitidas a toda la progenie de las CMO, es
probable que el nuevo tumor muestre mayor
resistencia, lo que permitiria la evolucién hacia
la malignidad. Por tanto, ahora el reto esta en
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identificar los blancos terapéuticos que pueden
atacarse en las CMO. En el caso particular del
cancer de mama, se han identificado algunos
de los mecanismos por lo que las CMO son
resistentes a la quimioterapia. EIl presente
articulo resume esa evidencia y discute las
posibles estrategias para vencer la resistencia
de las CMO mamarias.

CARACTERISTICAS DE LAS CMO
MAMARIAS

En los dltimos 6 afios se han descrito CMO
en tumores de mama, cerebro, colon, pancreas,
prostata, pulmén, y de cabeza y cuello !9, En
tumores de mama humanos la identificaciéon de
las CMO se logré en 2003 por Al-Hajj y col.
®_ Ellos descubrieron una poblacién celular,
caracterizada por los marcadores de superficie
CD44+/CD247"°%¥/ESA*, y linaje  (falta de
expresion de CD2, CD3, CD10, CD16, CD18,
CD31,CD64,y CD140b), que constituye menos
del 5 % del total de células tumorales. Dicha
subpoblacién es altamente tumorigénica, pues
la inyeccién de tan s6lo 200 células CD44+/
CD24”°%/linaje" a ratones inmunosuprimidos es
suficiente para generar tumores. En contraste,se
requieren 5 x 10* células cancerosas sin separar
para generar tumores consistentemente. Los
tumores generados por las CMO recapitulan
la heterogeneidad fenotipica del tumor inicial
y contienen una minoria de células CD44*/
CD24"°%/linaje” que pueden ser inyectadas en
otros animales para formar nuevos tumores
heterogéneos ©.

También se han aislado CMO mamarias de
muestras de pacientes propagadas in vitro
y de lineas celulares de cdncer de mama U2,
aprovechando la capacidad de las CMO de
formar mamo esferas no-adherentes en cultivo.
Las mamo esferas estdn enriquecidas de células
con el fenotipo CD44+/CD24"°% y estas células
mantienen lacapacidad de iniciar tumores cuando
se inyectan en ratones inmunosuprimidos. Sin
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embargo, solo una fraccién de células CD44+/
CD247°% es capaz de forma mamo esferas
secundarias ‘Y. En concordancia, las lineas
celulares de cancer de mama con alto porcentaje
(90 %) de células CD44*/CD24”°% no son mas
tumorigénicas que lineas de células que contienen
s6lo el 5 % de células con el mismo fenotipo 2.
Estosdatosindican que sdlounsubgrupodentrode
las células CD44+/CD24"°* tiene caracteristicas
de CMO y por tanto se requieren marcadores
adicionales paraidentificar alas CMO mamarias.
Mas recientemente, la aldehido deshidrogenasa
(ALDH),una enzima detoxificante asociada con
células madre hematopoyéticas y neurales!19,
se ha identificado como marcador de CMO
mamarias. Células tumorales de mama positivas
para ADLH tienen la capacidad de generar
tumores que asemejan la heterogeneidad de
los tumores parentales . Congruentemente,
un estudio en 577 muestras de pacientes con
carcinoma de mama mostré que la expresion
de ALDH correlaciona con mal prondstico ¢,

En modelos murinos se han utilizado otros
marcadores de células madre para identificar las
CMO mamarias. En lineas celulares tumorales
generadas de ratones deficientes de BRCAIL,
Wright y col. encontraron dos poblaciones
diferentes de posibles CMO: una con el fenotipo
CD44%/CD24 y otra siendo CD133* 19 Ambas
subpoblaciones de células son capaces de repoblar
las diferentes fracciones celulares encontradas
en las lineas parentales, producen mamo esferas
in vitro, generan tumores en ratones, y expresan
el marcador de pluripotencialidad Oct4. Estos
datos, junto con el hecho de que CD133 se
utiliza en laidentificacién de CMO de colon y de
carcinoma hepatocelular '”,indican que CD133
puede ser utilizado como un marcador de CMO
mamarias. De manera similar, la subunidad
P1 de integrinas (CD29) ha sido sefalada
como potencial marcador de CMO mamarias.
Las subpoblaciones de células CD24+/CD29*
aisladas de lineas celulares tumorales generadas
en ratones deficientes de BRCA1 muestran la
capacidad de auto-renovacion, diferenciacién, y

tumorigenicidad '®. Sin embargo, actualmente
se desconoce si las subpoblaciones CD133*
o CD24*/CD29* estan presentes en tumores
humanos o si se superponen con otras poblaciones
previamente descritas.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A
LA QUIMIOTERAPIA DE LAS CMO
MAMARIAS

Losactuales tratamientos sistémico del cancer
de mamautilizan agentes citotoxicos,hormonales
e inmunoterapéuticos. En general, estos agentes
inducen tasas de respuesta que van del 60 %
al 80 % en los canceres de mama primarios
y aproximadamente 50 % en las metdstasis
1920 Sin embargo, a pesar de la eficacia de la
respuesta primaria, la mediana de la duracién
de la respuesta a la quimioterapia es de 8 a 14
meses??. En consecuencia, en 5 afios el 20 %
a 70 % de las pacientes presenta enfermedad
recurrente ?'-?».  Adn mads, en la remisién la
resistencia a la terapia no es s6lo comun sino
esperada @, incrementando el riesgo de muerte.

En el cdncer de mama, el papel de la
quimioterapia en la seleccidn y la amplificacién
delas CMO se han estudiado mediante diferentes
estrategias. Porejemplo,laproporcionde células
con capacidad de auto-renovacidn in vitro se
ha comparado entre pacientes que han recibido
quimioterapia neoadyuvante y pacientes que
nunca han recibido terapia. La formacién de
mamo esferas es 14 veces mayor en las células
tumorales de los pacientes que yahabianrecibido
quimioterapia ®¥. Esto fendmeno fue confirmado
estudiando muestras pareadas de pacientes antes
delaquimioterapiay después de laquimioterapia
neoadyuvante. La formacién de mamo esferas,
asi como la proporcién de células CD44+/CD24”
low_aumentan aproximadamente 10 veces después
de laquimioterapia ®¥. Estos datos sugieren que
la quimioterapia ejerce una presion selectiva
que hace que el nimero de CMO se incremente.

Pruebas adicionales en modelos de ratén
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apoyan la teoria de que la expansion de las CMO
durante el tratamiento contribuye a la resistencia
posterior. Los tumores de mama que aparecen
espontdneamente en ratones mutadosen BRCA1
y p53 son sensibles a cisplatino; sin embargo,
unos meses después del tratamiento, aparecen
nuevos tumores en el mismo sitio. La proporcién
de células CD29"/CD24™¢ en los tumores
recurrentes es 4 veces mayor que en tumores
primarios no tratados . Sorprendentemente,
cuando las células CD29"/CD24™¢ tumores
recurrentes fueron inyectadas en ratones
inmunosuprimidos forman tumores que s6lo son
parcialmente sensibles a cisplatino. Una segunda
ronda de seleccidn y trasplante aumenta ain mas
lafraccion CD29"/CD24™y genera tumores que
son completamente refractarios a cisplatino
lo que indicala aparicién de células progenitoras
resistentes al farmaco.

PAPEL DE LOS TRANSPORTADORES
DE FARMACOS EN LARESISTENCIADE
CMO MAMARIAS

Las células madre normales tienen bombas
de membrana para protegerse de laacumulacién
de compuestos potencialmente nocivos. Esta
caracteristica permitié la identificacién de
una subpoblacién que eficientemente saca el
colorante intracelular Hoechst 33342 y que
poseen caracteristicas de células madre, a la
que se llamé “poblacién lateral” (SP por sus
siglas en inglés)?®. No es de extrafiar que las
CMO se encuentren en la fracciéon SP de las
células tumorales y, por tanto, tengan una mayor
capacidad de bombear farmacos hacia el exterior
delacélula. Porejemplo,lafraccion SPde células
leucémicas tiene incrementado el aumento de
flujo de salida de los farmacos mitoxantrona y
daunorrubicina 7,

Una fraccion SP también ha sido identificada
enlalineacelular MCF-7 @839 1o que sugiere que
el aumento del flujo de salida de drogas también
puede estar presente en las CMO mamarias.
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Estos datos concuerdan con que lafraccién SPen
células Cal-51 muestra un aumento de 30 veces
en la expresion de el transportador de la familia
ABC (delinglés ATP-Binding Cassette) ABCG2,
en comparacion con las células sin separar 0.
Sin embargo, células individuales de la fraccion
SP pueden diferenciarse paraoriginar unamezcla
heterogénea de células SP y células no SP que
no expresan el transportador ¢?. Del mismo
modo, la expresion de ABCG2 disminuye con
la diferenciacion in vitro de células SKBR3 @9,
Portanto,parece que en lineas celulares de cancer
de mama la expresion de transportadores ABC y
la consecuente capacidad de bombear farmacos
desde el espacio intracelular se pierde durante la
diferenciacion de las CMO a células cancerosas.
Sin embargo, evidencia in vivo sugiere que
la exposicién a agentes quimioterapéuticos
impide la diferenciaciéon de las CMO. Yu y
col. estudiaron las propiedades de tumores
generados por células SKBR3 obtenidas después
de 3 pases consecutivos en ratones que recibian
epirrubicina. Los tumores estuvieron altamente
enriquecidos en células CD44+/CD24/linaje" y
las células de esos tumores forman 20 veces mas
mamo esferas que las células de los tumores
generados con lalinea celular parental >, Todos
estos datos indican que la subpoblacién de
CMO puede aumentar durante la quimioterapia
y que la expresion de los transportadores ABC
desempeiia un papel clave en su supervivencia.
Sin embargo, se necesitan mds estudios para
dilucidar la importancia especifica de cada uno
deestos transportadores durante la supervivencia
y expansion de CMO mamarias, asi como su
relevancia clinica.

VIAS DE SENALIZACION INVOLU-
CRADAS EN LA RESISTENCIA DE CMO
MAMARIAS

Las células madre normales, aunque tienen
el potencial de auto-renovacién, pasan la
mayor parte de su tiempo en la fase G, del
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ciclo celular. Como las CMO comparten
varias caracteristicas con las células madre
normales, es en generalmente aceptado que
las CMO tienen un ciclo celular més lento que
el resto de las células cancerosas. Este estado
quiescente puede contribuir a la resistencia a
quimioterapéuticos que actian principalmente
en células proliferantes. Las CMO aisladas de
tumores humanos de mama se encuentran en su
mayoria (75 %) en G /G, , lo que sugiere que
el retardo en el ciclo celular si participa en la
quimiorresistencia.

Adicionalmente, se ha reportado que
alteraciones endiversas vias de sefializacién, tales
como HER-2,NOTCH, WNT,Y HEDGEHOG,
que podrian estar contribuyendo a la resistencia
a farmacos en las CMO mamarias @32 para
revisiones recientes. Por ejemplo, HER-2 puede
jugar un papel en la regulacién de poblacién
de CMO. Células que sobre-expresan HER-2
también expresan el marcador de células madre
ALDHI1*® EnCMO deotros tejidos, ALDH]1 es
mediador de laresistenciaalaciclofosfamida®?,
lo que sugiere que la senalizacién mediada por
HER-2 pueden favorecer la resistencia. En
concordancia, el bloqueo de HER-2 con el
inhibidor de trastuzumab reduce en un 50 % la
tasaderecurrenciade laquimioterapiaadyuvante
convencional G,

Por otro lado, la via del receptor NOTCH
también desempefia un papel en laresistenciade
CMO mamarias. Esta via, que regula la auto-
renovacién de las células mamarias normales
9y se encuentra sobre-activada en carcinomas
humanos ©°*?, promueve directamente la
transcripciéndel gen antiapoptético SURVIVINA
en lineas celulares de cancer de mama ©®. A su
vez, el aumento de los niveles de SURVIVINA
desregula multiples puntos de control mitéticos,
contribuyendo a la inestabilidad genética ¢ e
inhibiendo la apoptosis inducida por farmacos
o radiacion ““Y. Evidencia adicional de la
funcién del eje NOTCH/SURVIVINA en la
supervivencia y resistencia de CMO mamarias

incluye: 1. NOTCH-1 protege células CD44+/
CD247°% de cdncer mama de la radiacidon “?; 2.
Anticuerpos neutralizantes ANTI-NOTCH-4
producen la pérdida de viabilidad en mamo
esferas generadas a partir de cultivos primarios
de carcinoma ductal in situ “¥; y 3. La proteina
SURVIVINA estéd sobre-expresada en cultivos
de CMO mamarias”. Estos datos sugieren
que SURVIVINA puede operar como un
factor citoprotector regulado por NOTCH, que
promueven la persistencia a largo plazo de las
CMO mamarias.

ESTRATEGIAS PARA ERRADICAR A
LAS CMO

El modelo de células madre establece que
sélo las CMO son capaces de producir tumores;
por tanto, las CMO serian la fuente de las
recurrencias. Esto convierte a las CMO en los
blancos ideales para el desarrollo de nuevas
terapias para el cancer. El principal objetivo de
esas terapias seria la erradicaciéon de las CMO
sin perjudicar a otros tipos de células. Sin
embargo, para lograr ese objetivo, se requiere
una mejor comprensiéon de la biologia de las
CMO. Laevidencia presentada arribaindicaque
la erradicacién CMO mamarias podria basarse
en: 1. La expresion diferencial de receptores.
2. La expresion alterada de transportadores de
farmacos,y 3. Las vias de sefalizacion alteradas.

MARCADORES ESPECIFICOS DE LAS
CMO COMO BLANCOS TERAPEUTICOS

La utilizacién de marcadores especificos
para ubicar y destruir a las CMO fue estudiado
en primer lugar en leucemias. Anticuerpos
citotéxicos anti-CD33 (un marcador de las
células madre leucémicas) se han utilizado para
el tratamiento de la leucemia mieloide aguda
(LMA) ®_ Aun cuando el anticuerpo produce
citopenia debido a sus efectos sobre las células
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madre hematopoyéticas normales, induce la
remisién en algunos casos y, por tanto, muestra
potencial como medio de erradicacién células
madre leucémicas “”. De manera similar, un
anticuerpo monoclonal contra CD44 induce la
diferenciacion terminal y apoptosis de células
de LMA “9. CD44 también se ha utilizado
para atacar células cancerosas que lo expresan
en tumores solidos, incluidos los de mama.
Anticuerpos anti-CD44 o moléculas solubles de
acido hialurénico (ligando de CD44) conjugadas
con farmacos citotéxicos o radioligandos,
reducen la progresién de la enfermedad en
pacientes o modelos animales “7.

Estos prometedores datos sugieren que una vez
que se conozca el fenotipo preciso de las CMO
mamarias, se lograran eficiente la identificacién
de estas células, ya sea para atacarlas o para
monitorear el progreso de la terapia.

MODULACION DEL TRANSPORTE DE
FARMACOS

La sobre-expresion de transportadores de la
familia ABC participaenlaresistenciade CMOa
farmacos. Como algunos de estos transportadores
se expresan en células tumorales “diferenciadas™,
mediando su quimiorresistencia, ya se han
estudiado diferentes estrategias parainhibiralos
transportadores ABC “®. En primer lugar, se ha
propuesto que nuevos farmacos citotoxicos que
no puedan ser utilizados como sustrato por los
transportadores ABC serian ttiles para superar
la resistencia. Por ejemplo, la anamicina es un
derivado de la antraciclina que no puede ser
sacado de la célula por los transportadores ABC
y por lo tanto el farmaco es téxico para la linea
celular resistente MCF-7/VP @, En segundo
lugar, una gran proporcién de los estudios se
han centrado en el uso simultdneo de inhibidores
de los transportadores ABC con farmacos
citotoxicos. Sin embargo, los ensayos clinicos
con este tipo de inhibidores han demostrado que
producen graves efectos secundarios, debido a
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la inhibiciéon de las funciones fisiologicas de
los transportadores ABC “®. En tercer lugar,
la reduccién en la expresién de transportadores
ABC puede proporcionar un método eficaz
para vencer la resistencia. Recientemente, se
reportd que el alcaloide berberina disminuye la
expresion del transportador ABCG2 y reduce la
fraccion SP de células de la linea MCF-7 ¢9, 1o
que sugiere que los productos naturales pueden
ser utiles para atacar CMO mamarias.

INTERVENCIONES EN VIiAS DE
SENALIZACION

Las moléculas que participan en las vias
desreguladas que controlan la auto-renovacién
y la supervivencia de las CMO mamarias son
obvios blancos potenciales para el desarrollo de
nuevas terapias. Por lo tanto, las vias HER-2,
NOTCH, WNT, Y HEDGEHOG estan siendo
investigadas a fin de encontrar los elementos de
sefializacion que son diferentes en las CMO G132,
Adicionalmente, la identificacion de factores
de transcripcién o promotores preferentemente
activos en las CMO mamarias puede ser util
en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
Recientemente, los promotores MDR ,hTERT,y
Cox-2 han sido identificados como activos en las
CMO mamarias,porloque adenovirus oncoliticos
bajo el control de estos promotores son eficaces
para matar células CD44+/CD24low/- in vitro y
reducir el crecimiento tumoral in vivo (51). Aun
cuando los autores del estudio reportan que la
fracciéon CD44+/CD24low/- no fue erradicada
totalmente, estos resultados sugieren que este tipo
de estrategia puede tener aplicacién en pacientes
con cancer de mama.

Podemos concluirque las CMO tienen un papel
central enlaprogresiondel cdncer de mama, pues
estdn involucradas no sélo en la tumorigénesis,
sino en la generacién de quimiorresistencia.
Conforme surge nueva informacién sobre
la biologia de las CMO mamarias, se estdn
preparando estrategias alternativas paraerradicar
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estas células. Esas estrategias pueden servir de
base para la generacién de terapias que mejoren
las respuestas actuales y que prevengan la
recurrencia de la enfermedad, mejorando asfi la
calidad de vida de las pacientes.
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