Instituto de Oncologia “Angela H. Roffo”,
Laboratorio de Biologia Celular e Inmunobiologia

PROYECTO/S DE INVESTIGACION:

Valoracion de las células madre tumorales como blanco para el
tratamiento de tumores mamarios triple negativo y pulmonares
quimioresistentes (UBACYT 20020220300151BA). Dra. Laura Todaro.
Sinergia entre metformina y la inhibicion de la via de las pentosas fosfato:
mecanismos asociados y potencial terapéutico antitumoral. Dra. Marcela
Villaverde.

Rol de las células madre tumorales mamarias en la progresion tumoral.
Evaluacion de la accion antitumoral de T2. Dra. Mariana Callero.
Evaluacion de blancos moleculares implicados en la transicion del
carcinoma in situ hacia el estadio invasor. Dra. Catalina Lodillinsky.

REQUISITOS ESPECIFICOS:
Ser estudiante del cuarto afio de la carrera o superior.

DOCENTE/S:Dra. Laura Todaro / Dra. Mariana Callero / Dra. Catalina Lodillinsky
E-MAIL: aurtreger@institutoroffo.uba.ar
UBICACION: Av. San Martin 5481, C1416DTB, CABA.

TAREAS
Dra. Laura Todaro

» Participar en reuniones para discutir aspectos técnicos, cientificos y
académicos del plan de trabajo.

» Desarrollar habilidades en descongelamiento y mantenimiento de cultivos
celulares tumorales humanos y murinos en monocapas y 3D (oncoesferas).

» Capacitarse en el disefio de protocolos de biologia celular y molecular
tumoral:

e Curvas de crecimiento en monocapas y su modulaciéon por tratamientos.

e C(Cultivos de oncoesferas y analisis de su crecimiento con distintos
tratamientos.

e Preparacién de fracciones celulares, proteicas y nucleotidicas para
medicion de parametros in vitro (Western blot, RT-qPCR, citometria de
flujo).

» Analizar datos clinicos y moleculares del plan de trabajo.

Mariana Callero

» Realizar y evaluar cultivos celulares, incluyendo -cultivos primarios,
mantenimiento y repique.

» Optimizar condiciones de cultivo de células madre tumorales (CMTs) a
partir de muestras de pacientes.

» Determinar la frecuencia de CMTs mediante ensayos de dilucién limite
extrema (ELDA).

» Evaluar crecimiento tridimensional de CMTs mediante técnicas de
microscopia.

» Analizar datos clinicos y correlacionarlos con la eficiencia de cultivo y


mailto:aurtreger@institutoroffo.uba.ar

obtencién de CMTs

» Contribuir a discusiones cientificas, el analisis de resultados y la propuesta
de estrategias experimentales alternativas respaldadas por la evidencia
disponible.

Catalina Lodillinsky
» Observacion de las practicas y experimentos llevado a cabo por nuestro
grupo de trabajo.
» Participar en discusiones cientificas, evaluando hipotesis, interpretando
resultados y proponiendo estrategias experimentales basadas en la
evidencia obtenida.

OBJETIVOS

» Que el estudiante se incorpore a la practica cientifica a través del desarrollo
de habilidades relacionadas al cultivo celular y al manejo de datos.

» Que el estudiante desarrolle su pensamiento critico a través de la
elaboracion de hipédtesis y disefio de algunos experimentos basicos de
biologia celular y molecular tumoral.

» Que el estudiante pueda transmitir y poner en debate sus propios logros a
través de su participacién en un seminario interno.

CARGA HORARIA: 15 HORAS SEMANALES

Plan de trabajo
DOCENTE A CARGO: Dra. Laura Todaro. Proyecto en el cual se enmarca el
programa de formacion del practicante: UBACyT 20020220300151BA.

TITULO: Valoracién de las células madre tumorales como blanco para el
tratamiento de tumores mamarios triple negativos y pulmonares
quimioresistentes.

INTRODUCCION:

En los ultimos tiempos se ha comenzado el estudio de la biologia de un nuevo
componente celular: las células madre tumorales (CSC, de sus siglas en inglés).
Estas podrian proveer de nuevas herramientas para abordar terapéuticas contra el
cancer ya que, a pesar de ser s6lo una minudscula parte dentro de los tumores, son
las responsables de la falla de los tratamientos convencionales. Tanto la
quimioterapia como la radioterapia reducen sustancialmente la masa tumoral,
removiendo las células proliferantes, pero fracasan en curar al paciente dado que
las CSC sobreviven, por tener una tasa de proliferacion muy baja, pudiendo
regenerar luego el tumor. Estudios recientes demostraron ademas que parte de la
importancia de las CSC radica en el hecho de ser consideradas como semillas de la
metastasis.

En el presente proyecto estudiaremos la biologia de las CSC mamarias y de pulmén
especialmente en tumores mamarios triple negativo y de pulmén no microcitico o
de células no pequeiias (NSCLC) experimentales y humanos.

Nos proponemos estudiar el efecto de noveles estrategias terapéuticas, que
combinando de manera diferente moléculas ya conocidas (a manera de
reposicionamiento), podrian tener como blanco a la CSC y de esta manera modular



multiples aspectos vinculados a crecimiento tumoral y diseminacién metastasica.
Este nuevo enfoque, sobre el conocimiento de las CSC resultaria en un verdadero
aporte a la toma de decisiones de los equipos de salud.

OBJETIVO GENERAL

Las células madre tumorales o Cancer Stem Cells estarian implicadas en la
formacion, crecimiento y progresion del tumor ademas de ser resistentes a los
tratamientos convencionales. Todas estas caracteristicas ponen de manifiesto la
importancia del estudio de este componente tumoral.

En el presente proyecto, nos proponemos estudiar el efecto de noveles estrategias
terapéuticas, que combinando de manera diferente moléculas ya conocidas,
podrian tener como blanco a la CSC y de esta manera modular multiples aspectos
vinculados a crecimiento tumoral y diseminacidon metastasica. Este nuevo enfoque,
sobre el conocimiento de las CSC resultaria en un verdadero aporte a la toma de
decisiones de los equipos de salud.

Nuestro grupo de trabajo se encuentra abocado desde hace algunos afios a la
busqueda de nuevos blancos terapéuticos en la patologia oncoldgica. En este
sentido, hemos evidenciado que la terapia con Acido Retinoico, un metabolito
activo de la Vitamina A y potente diferenciador celular, ha logrado disminuir la
progresion maligna de distintos modelos experimentales mamarios. Incluso su
combinacion con moduladores de distintas

vias de sefalizacidn intracelular ha logrado inhibir la progresion tumoral evitando
la proliferaciéon de células con fenotipo stem / progenitor.

A partir de nuestra experiencia, conjuntamente a la evidencia bibliografica, nos
proponemos ahora estudiar cual es el efecto de noveles estrategias terapéuticas
que nos permitan intervenir especialmente las caracteristicas de las CSC, que
contribuyen a la progresiéon maligna. Nos proponemos abordar esta problematica
empleando modelos de mama triple negativos (para los cuales no existe hasta el
momento terapéutica dirigida) y modelos de cancer de pulmén no microcitico
(también denominado de células no pequefias, NSCLC) quimioresistentes, tumores
para los cuales no existe un tratamiento de segunda linea eficaz.

HIPOTESIS: Hipotetizamos que las células madre tumorales de mama y pulmén
presentan un perfil de expresion génica compatible con caracteristicas fenotipicas
mas agresivas que el resto de las células que conforman el tumor. Un tratamiento
combinando retinoides (inductores de diferenciaciéon) con inhibidores de HER2
para cancer de mama o Cisplatino para cancer de pulmén, reducira en forma
sinérgica el crecimiento y el potencial metastasico afectando especificamente el
crecimiento del componente stem tumoral. Es importante aclarar que las CSC de
los tumores mamarios triple negativos o HERZ negativos, pueden expresar el
receptor HER2 a pesar de que el resto de las células del tumor no lo expresen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Estudio de la modulacién del perfil marcadores de pluripotencialidad y
de vias de sefializacion implicadas en el mantenimiento de CSC, por los distintos
tratamientos.

la. Evaluar el perfil de expresion de los principales genes pluripotenciales y
componentes del sistema retinoide en lineas tumorales mamarias y pulmonares
como asi también en sus respectivos componentes stem/progenitores.



Se evaluara la modulacién de estos perfiles bajo tratamientos en forma simple o
combinada con:

- Retinoides: ATRA (panagonista de los receptores retinoicos),
agonistas/antagonistas especificos para los receptores retinoicos RARZ y RARMA
(implicado en diferenciaciéon y mantenimiento de stem cells respectivamente)

- Inhibidores de HER2 (Lapatinib) para los modelos de cdncer mamario
triple negativos o HER2 negativos. Es importante aclarar que las CSC de estos
tumores, pueden expresar el receptor HER2 a pesar de que el resto del tumor no lo
expresen.

- Cisplatino para los modelos de cancer de pulmo6n no microcitico sensibles
y resistentes a dicho quimioterapico.

1b. Estudiar las principales moléculas de las vias de sefalizacién intracelular,
vinculadas a proliferacién (ERK/MAPK), sobrevida (PI3K/Akt), apoptosis
(Caspasas 3, 8 y 9 activadas, BcLx, BcL2) y mantenimiento de células
stem/progenitoras (@-catenina/Wnt y Nanog) en respuesta a los tratamientos
antes mencionados tanto en monocapas como sobre el componente CSC aislado.
Alternativamente, estudiaremos el estado de activacion de las vias de Wnt y NF-kB
(involucradas en mantenimiento del nicho stem) a través de la expresion y/o
actividad de B-catenina y de p65/NF-kB respectivamente, en las CSC de las lineas
mencionadas, asi como su modulacién por los tratamientos simples o combinados
de retinoides con Lapatinib o cisplatino (segun la linea celular)

1c. Dado que el nicho stem es inmunoprivilegiado, evaluaremos en las CSC la
expresion de PD-1, PD-L1, CTLA-4 y su modulacién por los tratamientos antes
mencionados.

Objetivo 2: Evaluaciéon de efectos bioldgicos relacionados con crecimiento tumoral
y diseminaciéon metastasica del componente CSC y su modulacién por los
tratamientos.

2a. Estudiar in vitro el efecto del tratamiento con Lapatinib o Cisplatino/ CIGB-300
(segun se trate de modelos mamarios o pulmonares respectivamente) en presencia
o0 no de retinoides, sobre el crecimiento, el potencial migratorio e invasivo, la
capacidad clonogénica y la actividad de enzimas proteoliticas secretadas del
componente CSC.

2b. Evaluar in vivo el efecto del tratamiento con Lapatinib en presencia o no de
retinoides sobre la progresion tumoral del modelo experimental mamario murino,
inoculando las CSC en ratones. Se analizarad ademas el efecto de estos tratamientos
sobre los ultimos pasos de la cascada metastasica, mediante ensayos de metastasis
experimentales.

Objetivo 3: Estudio descriptivo y valoracion de las células madre tumorales
presentes en las muestras de pacientes de nuestra poblacion en el IOAHR.

A fin de lograr la validacién clinica de nuestro modelo experimental, nos
proponemos analizar el perfil de expresion de genes o marcadores relacionados
con el mantenimiento de las CSC y genes del sistema retinoide en muestras de
pacientes con cancer de mama y pulmén de nuestra institucién.

Actualmente el sector de Patologia de nuestro instituto no contempla el estudio de
células madre tumorales en las biopsias de los pacientes. Por este motivo, nuestro
aporte ademas de tener traslacion directa a este sector constituira, para el area



médica, una herramienta de orientacién prondstica, terapéutica y de seguimiento
del paciente oncologico. Emplearemos muestras criopreservadas del Biobanco de
tejidos del Instituto “Angel H. Roffo”, realizaremos un estudio retrospectivo
empleando muestras de cancer de mama triple negativo (n= 20), Luminal A
(n=40), Luminal B (n=40) y HER2+ (n=20) y muestras de cancer de pulmén NSCLC
(n=50) y SCLC (n=20).

METODOLOGIA

Lineas celulares: Utilizaremos la linea mamaria murina triple negativa 4T1
(tumorigénicas y metastasicas en ratones BALB/c), las lineas humanas triple
negativas MDA-MB231 y HCC 70 y la linea humana HER2 negativa MCF-7.
Asimismo, utilizaremos las lineas humanas de tumor de pulmén no microcitico
A549 y NCI-H125 con sus variantes resistentes desarrolladas por nuestro equipo.
Tratamientos: Retinoides (ATRA, antagonista RARA LE 135, antagonista RARE MM
11253) 1uM, Lapatinib 1- 5 pM, (IC50 puesta a punto previamente), cisplatino 7-18
uM; PMA (16nM) como control positivo en el estudio de la via NF-xB. Se utilizara el
medio condicionado de células L de fibroblastos de ratdn rico en el factor wnt3a
como control positivo de estimulacion de la via Wnt.

Cultivo de Oncoesferas: Teniendo en cuenta que las células stem a diferencia de las
células diferenciadas normales, pueden crecer en suspension a muy baja densidad,
independientes de anclaje y en ausencia de suero, los métodos mas utilizados para
enriquecer esta poblacién estdn basados en la formacién de oncoesferas en medio
libre de suero: Una suspension monocelular de cada una de las lineas mencionadas
previamente seran cultivadas en placas de 6 hoyos de baja adhesividad celular en
medio libre de suero, suplementado con penicilina/streptomicina, EGF y el
suplemento para oncoesferas B27. Una vez formadas las oncoesferas, éstas se
podran disgregar utilizando tripsina/EDTA, para poner las células en cultivo
nuevamente y obtener segundas y terceras generaciones de estas.

Tratamientos de las Oncoesferas: Las oncoesferas obtenidas por cultivo en
suspension, seran tratadas con Lapatinib 1uM para la linea celular mamaria
murina y 2,5 - 5 uM para las mamarias humanas, o cisplatino 15 uM para las lineas
de pulmon (IC50 puesta a punto por nuestro grupo previamente) en presencia de
retinoide (1uM) o vehiculo (DMSO) como control durante cuatro dias, a fin de
evaluar in vitro distintos parametros asociados a progresion maligna o entre 48-72
hs para proceder a su lisado total para la extraccion de ARN o Proteinas. A partir
del ARN total, mediante RT-qPCR se evaluara el perfil de expresion de genes
pluripotenciales indicadores de la presencia de CSC, tales como Nanog, Sox2, Oct4,
Sox9 y Slug en las lineas mencionadas y en sus oncoesferas derivadas. Asimismo,
se evaluard por la misma técnica la expresion de los receptores retinoides RAR
BREAARy . A partir de lisados totales de oncoesferas y monocapas se estudiara la
expresion de ERK/pERK, AKT/ pAKT, Caspasas 3, 8 y 9 activadas, BcLx, BcL2, a
través de Western Blot (WB). Eventualmente y dado el poco rendimiento proteico
obtenido a partir de los lisados celulares, podran analizarse expresion y
localizacion subcelular de estas moléculas mediante Inmunofluorescencia (IF) y
microscopia sobre monocapas celulares y oncoesferas ya sea fijadas en vidrios por
cito-spin o cortes citologicos obtenidos a partir del material embebido en agar
(ambos métodos permiten mantener la arquitectura de la oncoesfera y ha sido
puesto a punto previamente en nuestro laboratorio con la colaboracién del Dpto.
de Patologia.



Para evaluar el estado de activacién de las vias de Wnt y NF-kB, A partir de lisados
totales de oncoesferas y monocapas tratadas o no como se indicd previamente, se
estudiaran la expresiéon de Wnt1, GSK3[3, BCatenina, p65/NF-kB y P-NF- kB/p65,
BAX y c-MYC (blancos de NF-kB) a través de Western Blots (WB) utilizando
anticuerpos especificos. Algunas de estas detecciones requieren fraccionamiento
celular previo al lisado. Para la deteccion de BCatenina se utilizara buffer saponina
para la obtencién de la fraccion citosélica y para las detecciones nucleares se
utilizara centrifugacién diferencial siguiendo el protocolo de Abcam para separar
las proteinas nucleares de las citoplasmaticas. Podran, ademas, analizarse
expresion y localizacion  subcelular de estas moléculas mediante
Inmunofluorescencias (IF) y microscopia sobre monocapas celulares y oncoesferas
fijadas en vidrios por cito-spin.

Eventualmente se podran realizar ensayos de genes reporteros para la actividad de
NF-kB: las monocapas seran co- transfectadas transitoriamente con el Vector
Reportero de Luciferasa Firefly NF-kB-RE-luc (pGL4.32) y el Vector Control de
Luciferasa Renilla (pRL-TK) (Promega).

Exclusivamente para las lineas de mama: a partir de lisados totales de las células
de las

mamosferas y de monocapas de cada una de las lineas celulares mamarias, se
analizard por WB la expresion de HER2. Eventualmente, la expresion de este
receptor podra ser evaluada por la técnica de IF y el uso de microscopia confocal
ya sea en monocapa o en mamoesferas.

Evaluacion de pardmetros asociados a progresion maligna

Crecimiento: Se evaluara el nimero y diametro de las oncoesferas en presencia o
en ausencia de tratamientos, como parametro de crecimiento. Se evaluara la
capacidad de las células provenientes de esas oncoesferas (pretratadas o
controles) de formar nuevas oncoesferas secundarias, como pardmetro de
auto-renovacion.

Migracidon: Se evaluara utilizando camaras Transwell con filtros de 8 pum donde se
sembraran células provenientes de las oncoesferas pretratadas.

Invasion: Se utilizardn camaras Transwell con filtros de 8 pum recubiertas
previamente con Matrigel (extracto soluble de membrana basal) donde se
sembraran células provenientes de las oncoesferas pretratadas

Capacidad clonogénica: La capacidad clonogénica se evaluara sembrando 1000
células provenientes de las oncoesferas pretratadas o controles en placas de 35
mm y se dejaran en condiciones normales de cultivo (cultivo adherente) por 7 dias.
Las células seran fijadas con formol neutro y se tefiiran con Cristal Violeta para
cuantificar el ndmero de colonias (mayores a 20 células) bajo la lupa.

Actividad de enzimas proteoliticas solubles: La produccién de proteasas se
estudiara en medios condicionados proveniente de las oncoesferas pretratadas
mediante zimografias en las que se medira la actividad de metaloproteasas de
matriz (MMP-2 y MMP-9).

Ensayo de metastasis experimentales in vivo: Modelo mamario 4T1 singeneico en
BABL/c. Las células provenientes de las oncoesferas pretratadas o controles
(1,5x104 células / 0,2 ml de medio de cultivo) seran inoculadas de forma
endovenosa en ratones hembra BALB/c. Veintiun dias después de la inoculacion,
los ratones seran sacrificados y se evaluara la incidencia de metastasis
experimentales contabilizando el nimero de nédulos pulmonares. Se utilizaran
cuatro grupos experimentales (n=10):



- células derivadas de mamoesferas control, en DMEM/DMSO (medio de
cultivo y vehiculo)

- células derivadas de mamoesferas tratadas en cultivo durante 48 hs con
ATRA 1uM.

- células derivadas de mamoesferas tratadas en cultivo por 48 hs con
Lapatinib 1pM.

- células derivadas de mamoesferas tratadas en cultivo 48 hs con la
combinacién de ATRA y Lapatinib (1uM de cada droga).

Alternativamente, se realizara el siguiente protocolo: con el objetivo de mantener
un tratamiento sistémico previamente a la llegada de las células Stem tumorales al
organo blanco de la metastasis, los animales recibiran un pellet de liberacién lenta
en forma subcutanea conteniendo o no 10 mg de ATRA, una semana antes de la
inoculacién endovenosa de las células provenientes de mamoesferas 4T1. Durante
esta semana algunos grupos recibiran en forma oral y diaria (lunes a viernes) 2mg
de Lapatinib por raton, lograndose asi, los mismos cuatro grupos experimentales
detallados mas arriba. Cabe aclarar que este procedimiento ya ha sido utilizado por
nuestro grupo de trabajo durante el desarrollo de otros planes de investigacion en
afos anteriores. Los pellets de ATRA |liberan el retinoide durante
aproximadamente durante tres semanas.

La dosis oral de lapatinib es la equivalente a la suministrada en la clinica y ajustada
por peso. Cabe aclarar que los ensayos de toxicidad ya han sido realizados, tal se
comentd mas arriba en la seccién “resultados preliminares”.

Ensayo de Progresion tumoral in vivo: una suspensién monocelular proveniente de
mamosferas de 4T1 (1X103 células), serd inoculada en forma ortotépica en ratones
singenéicos. Al momento que el tumor se torne palpable, los animales recibiran un
tratamiento con Lapatinib + Retinoide segin el siguiente esquema: ATRA (10
mg/animal) administrado a través de un pellet subcutaneo durante 21 dias a partir
de la palpacién del tumor. Nuestro grupo tiene experiencia en la administracién y
dosificacion de estas drogas en animales y hemos establecido que el tiempo
maximo de dias de tratamiento que no produce sintomas de toxicidad es de 20.
Lapatinib: sera administrado en forma oral diariamente (2 mg por dia) durante los
21 dias. Alternativamente, los animales se operaran (a tumor palpable) a fin de
lograr la reseccion del tumor y se comenzara el tratamiento una semana luego de
la cirugia. Este esquema permitira evaluar el efecto sobre la incidencia de recidivas
y sobre la diseminacion metastsica. Los ratones seran sacrificados 30 dias después
de la cirugia, para poder evidenciar las eventuales metdastasis pulmonares
caracteristicas del tumor 4T1. En todos los casos se evaluard la tasa de
crecimiento, el nimero y tamafio de las metastasis pulmonares y la histopatologia
del tumor. Contamos con la aprobacion del CICUAL institucional.

Valoracidén de las células madre tumorales presentes en las muestras de pacientes
de nuestra poblacion en el IOAHR: Se utilizaran muestras de pacientes con cancer
de mama triple negativo (n= 20), Luminal A (n=40), Luminal B (n=40) y HER2+
(n=20) y con cancer de pulmén no microcitico NSCLC (n= 50) y microcitico SCLC
(n=20) del Biobanco de tejidos del Instituto de Oncologia “A. H. Roffo” (IOAHR). El
Biobanco de Tejidos conserva y provee de tejido tumoral viable libre de necrosis,
con un alto grado de celulas tumorales. El material es supervisado por un médico
patdlogo en quirdfano y ademas se realiza una tincion de hematoxilina/eosina en
espejo para el archivo del Biobanco. El Biobanco Institucional posee en archivo los



consentimientos informados de cada uno de los pacientes. Los profesionales de
este sector guardan a -802C cubos de material quirdargico de aprox. 0.5X0,5X0,5 cm.
Para el lisado de estas muestras se procede a pasarlas por nitrégeno liquido para
luego realizar una extraccién con el reactivo de Trizol. El rendimiento de ARN total
es de aprox. 1pg/pl. Hasta este punto las tareas son realizadas por los
profesionales de este sector.

- Criterios de inclusién: muestras quirtrgicas provenientes de pacientes
virgenes de tratamiento del IOAHR que hayan sido diagnosticados por el Biobanco
de Tejidos y el servicio de Patologia con cancer de mama en cualquiera de los
subtipos antes mencionados o pulmoén en los subtipos detallados.

- Criterios de exclusién: muestras provenientes de pacientes del IOAHR que
hayan recibido algin tipo de tratamiento previo a la cirugia: quimioterapia,
radioterapia o terapia dirigida.

Se procedera a la extraccion de ARNm total de cada una de las muestras y a la
cuantificacion de la expresion de los genes: Nanog, Sox2, Oct4, Sox9, Slug, RAR(,
RARYy a través de la técnica de RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR).

Los datos obtenidos seran confrontados con los parametros clinico-patologicos de
las

historias clinicas de cada paciente: analisis multivariado. Contamos con la
aprobacién del Comité de Etica institucional (quien previamente obtiene la
aprobacién de la participacién del Biobanco de Tejidos). El Comité Institucional ha
aprobado en forma separada el protocolo que incluye muestras humanas de
tumores mamarios del que incluye las muestras humanas de tumores de pulmoén,
dado que cada uno de ellos corresponde a tesis doctorales distintas.
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TITULO: Optimizacion de las condiciones de cultivo de células madre
tumorales derivadas de pacientes con cancer de mama: hacia su
caracterizacion funcional y abordaje terapéutico

RESUMEN

El cancer de mama es la principal causa de mortalidad oncolégica en mujeres a
nivel mundial (1,2). Su alta heterogeneidad se relaciona con la presencia de células
madre tumorales (CMT), una subpoblaciéon con capacidad de iniciar tumores,
resistir tratamientos y favorecer recurrencia y metastasis. La eliminacion o
diferenciacion de estas células constituye una estrategia terapéutica prometedora.
Para evaluar nuevos compuestos dirigidos contra CMT, resulta fundamental
trabajar no solo con lineas celulares, sino también con muestras derivadas de
pacientes. En nuestro grupo, en el marco de un proyecto PIDAE del cual la Dra.
Callero forma parte y que cuenta con aprobacion del CEI, se propone estudiar la
accion de dos farmacos con potencial efecto citotéxico sobre CMT aisladas de
tumores mamarios humanos. No obstante, el cultivo de estas células a partir de
muestras clinicas es técnicamente complejo debido a su baja frecuencia y la
necesidad de condiciones especificas que conserven su fenotipo. Por ello, este plan
de trabajo tiene como objetivo optimizar protocolos de cultivo tridimensional y/o
en monocapa a partir de muestras de pacientes que favorezcan la expansion y
caracterizacidon funcional de CMT, permitiendo generar modelos experimentales
mas representativos para el estudio de nuevos tratamientos dirigidos a esta
poblacion celular.

ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO SOBRE EL TEMA.

El cancer de mama (CM) continua siendo el tumor mas frecuente en mujeres a
nivel mundial y una de las principales causas de mortalidad por cancer. A pesar de
los avances terapéuticos, un subgrupo de pacientes desarrolla enfermedad
recurrente o metastasica, atribuida en parte a la presencia de células madre
tumorales (CMTs). Estas subpoblaciones celulares se caracterizan por su capacidad
de autorrenovacion, resistencia a tratamientos y plasticidad fenotipica, lo que las
convierte en un blanco clave para comprender la progresiéon tumoral y desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas (3-5). En las ultimas décadas, se ha consolidado la
nocion de que las CMTs no solo estan involucradas en la iniciacién tumoral, sino
también en procesos de invasién, metdstasis y recaida. Sin embargo, una limitacién
recurrente en los estudios funcionales sobre estas células es la dificultad para
establecer modelos in vitro representativos, robustos y clinicamente relevantes.
Las CMTs derivadas de pacientes (Patient-Derived Cancer Stem Cells, P-CSCs)
ofrecen un sistema mas fiel para el estudio del comportamiento tumoral y la
respuesta a drogas, pero su cultivo y

expansidn siguen siendo desafiantes (6-8). En este contexto, el presente proyecto
propone abordar estos desafios a través de un enfoque sistematico para optimizar
las condiciones de cultivo de CMTs a partir de muestras clinicas. El trabajo del
becario se centrara en identificar los medios, factores de crecimiento y condiciones
fisicoquimicas que favorezcan el crecimiento, la viabilidad y el mantenimiento del
fenotipo madre-tumoral, validando su identidad mediante ensayos fenotipicos y



moleculares.

Este enfoque se encuentra sélidamente alineado con el proyecto “Identificacion y
caracterizacion de biomarcadores de células madre tumorales utiles para el
diagnostico de la patologia oncolégica”, cuyo eje central es la investigacion
traslacional orientada a mejorar la estratificacion y el tratamiento de pacientes con
cancer de mama. Uno de los objetivos estratégicos de este proyecto PIDAE es
avanzar hacia modelos preclinicos mas representativos que permitan explorar
nuevas combinaciones terapéuticas dirigidas a subpoblaciones celulares
especificas, como las CMTs.

La publicacién internacional recientemente publicada por Piwocka et al. (9) aporta
evidencia relevante sobre los factores que afectan el cultivo y la caracterizacion de
CMTs en lineas celulares de cancer de mama y tumores primarios. En dicho
estudio, los autores comparan medios de cultivo y condiciones de cultivo
tridimensional para evaluar la expresion de marcadores de CMTs, su capacidad de
formacién de esferas, y su respuesta a farmacos. Este trabajo destaca la necesidad
de estandarizar y optimizar los protocolos experimentales, subrayando las
limitaciones de los modelos tradicionales y validando la importancia de modelos
derivados de pacientes. La propuesta del presente plan de trabajo se encuentra
directamente alineada con estas conclusiones, incorporando dichos conocimientos
para adaptar y validar protocolos propios en un contexto clinico local.

En resumen, el estado actual del conocimiento destaca la necesidad urgente de
modelos preclinicos mas representativos de las CMTs. El presente proyecto se
inscribe plenamente en esta linea de investigacién, abordando una problematica
central del cancer de mama desde un enfoque innovador, traslacional y con fuerte
anclaje institucional en el marco del PIDAE. Su ejecuciéon permitird no solo
consolidar capacidades técnicas locales, sino también abrir nuevas lineas de
investigacion en terapias dirigidas a CMTs y modelos personalizados, lo que
fortalece la coherencia cientifica, metodolégica y estratégica del conjunto del
programa.

OBJETIVOS E HIPOTESIS DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea cuya progresion, recaida y
resistencia a los tratamientos se encuentran estrechamente ligadas a la presencia
de células madre tumorales (CMTs), una subpoblacién con propiedades de
autorrenovacion, diferenciacién multipotente y alta plasticidad fenotipica. Estas
células contribuyen a la agresividad del tumor, a la evasion terapéutica y a la
recurrencia pos tratamiento. En consecuencia, su estudio se ha convertido en un
eje estratégico dentro

de la oncologia traslacional.

Sin embargo, la obtencién y el mantenimiento in vitro de CMTs derivadas de
pacientes sigue siendo un desafio, debido a su baja frecuencia, su fragilidad y a la
ausencia de condiciones de cultivo estandarizadas que preserven su identidad
funcional. En este marco, la optimizaciéon de protocolos para su aislamiento,
expansidn y caracterizacion representa una herramienta clave para avanzar en
modelos celulares mas representativos del comportamiento tumoral humano.
Estos modelos son fundamentales no solo para estudios mecanisticos, sino
también para evaluar la eficacia de compuestos terapéuticos dirigidos al
compartimento CMT.

En este contexto, el presente proyecto busca avanzar en la consolidacién de un



modelo experimental robusto basado en CMTs derivadas de pacientes, como
plataforma para estudios funcionales y terapéuticos.

Hipotesis: Las condiciones de cultivo optimizadas permiten mantener la
viabilidad, el fenotipo madre tumoral y la capacidad autorreplicativa de las células
madre tumorales (CMTs) derivadas de pacientes con cancer de mama, lo que
posibilita su caracterizacion funcional y el analisis de la accion terapéutica de
compuestos con probada capacidad citot6xica sobre esta subpoblacion celular en
modelos de lineas celulares.

OBJETIVO GENERAL

Optimizar las condiciones de aislamiento y cultivo de células madre tumorales
derivadas de pacientes con cancer de mama con el fin de establecer modelos
celulares funcionales para su caracterizaciéon biolégica y la evaluacion de
compuestos terapéuticos dirigidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Consolidar la formacién del becario en técnicas iniciales y avanzadas de
cultivo celular, incluyendo el manejo de cultivos de lineas celulares, cultivos
primarios y cultivo en 3D (mamosferas).

2. Establecer cultivos primarios de CMTs a partir de muestras tumorales
humanas, evaluando diferentes condiciones de cultivo (tipos de medio, factores de
crecimiento y condiciones de cultivo tridimensional) para maximizar su viabilidad,
mantenimiento del fenotipo y capacidad autorrenovativa.

3. Evaluar la presencia de CMTs en las muestras mediante analisis de
dilucion limite extrema y analisis morfoldgico de mamosferas.

METODOLOGIA

Recoleccion de muestras: Como parte del presente proyecto, se trabajara con
muestras tumorales primarias obtenidas de pacientes con cancer de mama
operados en nuestra institucion. La recoleccion del material bioldgico se realizara
en el contexto

de una intervencion quirurgica programada y con consentimiento informado
previamente firmado. La coordinaciéon se llevara a cabo junto con el equipo del
Departamento de Mastologia, y el material sera entregado por el patdlogo
interviniente, siempre que se disponga de tejido excedente al requerido para
diagnostico y conservacién en biobanco. Las muestras se recolectaran en
condiciones asépticas, en medio DMEM-F12 frio complementado con un céctel
antibiético-antimicético, y seran trasladadas de inmediato al Area de Investigacion
para su procesamiento. Se incluirdan pacientes con tumores de mama resecables o
biopsiables, independientemente de si recibieron tratamiento previo,
excluyéndose a quienes no otorguen consentimiento para donar la muestra y a
mujeres embarazadas. El manejo de los datos personales se realizara bajo estricta
confidencialidad y codificacién, en cumplimiento con la Ley Nacional 25.326. El
protocolo ha sido presentado al Comité de Etica Institucional para su evaluacién.
Establecimiento de cultivo primario: A partir de las muestras recolectadas, se
procedera al establecimiento de cultivos primarios mediante la disgregacion
mecanica del tejido tumoral y posterior digestién enzimatica utilizando pronasa.



Las suspensiones celulares obtenidas se emplearan para el desarrollo de cultivos
en monocapa, asi como para la formacion de estructuras tridimensionales tipo
esferas (mamosferas) y esferoides.

Determinacion de la frecuencia de CMTs por ELDA: Se realizara un analisis
mediante dilucién limitante extrema, sembrando entre 5y 200 células viables por
pocillo en placas de 96 pocillos, bajo condiciones especificas que favorezcan la
formacién de esferas. Cada punto experimental se llevara a cabo por sextuplicado.
Se registrara cuantos pocillos generan esferas en cada concentracion celular, y los
datos seran procesados utilizando el software ELDA (10), que permite estimar la
frecuencia de células madre tumorales, definida como la proporcién de células
madre respecto del total de células presentes en la muestra analizada.
Optimizacion de las condiciones de cultivo en monocapa y para formar
mamosferas: Inicialmente, para el cultivo en monocapa, las células se sembraran
en medio DMEM-F12 suplementado con suero fetal bovino (20%), EGF, insulina e
hidrocortisona, siguiendo el protocolo propuesto como mas efectivo por Piwocka
et al. (9), quienes demostraron que estas condiciones favorecen la viabilidad
celular y permiten mayor nimero de pasajes en cultivos primarios de cancer de
mama. Como parte esencial del proyecto, se aplicara una estrategia sistematica de
optimizacion de condiciones de cultivo, basada en los resultados del trabajo de
Piwocka et al. (9). Se evaluaran distintas combinaciones de condiciones,
incluyendo tipos de medio (DMEM/F12, IMDM, RPMI), concentracidon de suero,
adicién de factores troficos (EGF, FGF, L-glutamina, insulina, hidrocortisona,
anfotericina). Ademads, en caso de bajo eficiencia de cultivo primario, se
incorporara una evaluaciéon comparativa de protocolos de disgregacion tisular con
diferentes combinaciones de colagenasa y pronasa, con tiempos de digestion
ajustables. La eficiencia de cada método se evaluard mediante el monitoreo de la
morfologia, la velocidad de adherencia, la viabilidad celular y la capacidad de
pasaje. Para enriquecer y evaluar la capacidad autorreplicativa de la poblacién
CMT, se estableceran cultivos de mamosferas. Para ello se optimizara el nimero de
células sembradas (entre 1000 y 10000 células por pocillo) en placas de 12
pocillos bajo condiciones estandar para este tipo de estructura que incluyen la
presencia de B27 y EGF. Posteriormente, se realizara un seguimiento detallado de
la morfologia, el nimero y el tamafio de las mamosferas generadas mediante
microscopia.
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TITULO: Evaluacién de la implicancia de blancos moleculares en la transicién
de tumores de mama de un estadio in situ a un estadio invasor.

OBJETIVO GENERAL

En proyecto se propone dilucidar mecanismos moleculares implicados en la
progresion temprana del cancer de mama con el objetivo de identificar nuevos
marcadores que puedan ser blancos terapéuticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Basado en la expresion diferencial de la metaloproteasa de membrana de tipo I
(MT1-MMP) en tumores después de la inoculacion intraductal de la linea celular
humana MCF10DCIS.com en ratones inmunosuprimidos se aislaron

2 poblaciones celulares para luego realizar un analisis del transcriptoma mediante
ARNseq de manera comparativa. Los datos se compararon con el transcriptoma de
un conjunto de carcinomas ductales in situ (DCIS) humanos de alto grado descrito
anteriormente, donde encontramos 3 genes en comun: la proteina SPARC
(secreted protein acidic and rich in cysteine, también denominada osteonectina), la
enzima COX-2 (ciclooxigenasa 2 6 PTGS2) y CLCA2 (Chloride Channel Accessory 2)
aumentados al mismo tiempo en los DCIS humano y en la poblacién
MT1-MMPhigh. El hecho de que estos genes estén asociados con un fenotipo mas
agresivo de carcinoma ductal in situ los coloca en un lugar relevante a ser


https://doi.org/10.1186/s12935-023-03190-4

considerados como blancos a evaluar en la antesala al estadio invasor del
carcinoma mamario. El presente proyecto se basa en tres objetivos especificos que
abarcan la utilizacién de herramientas in vitro e in vivo para el estudio de la
funcionalidad de estos genes y enfocados en dilucidar el mecanismo molecular que
los nuclee y el estudio de los mismos en muestras de pacientes de nuestro
Instituto:

Hipotesis: A nivel de mecanismo molecular, hipotetizamos que SPARC actia como
mediador de TGF-B1 y que, a través de un sistema de regulacion reciproca, el
receptor del TGF-B1 (TGFBRI) es activado por SPARC. Ambos eventos impactarian
en mecanismos de invasion promoviendo la transicién de tumores de un estadio in
situ hacia tumores invasores.

Objetivo: Evaluar el estado de activacién de la via del TGF-B, la expresion de
SPARC, MT1-MMP, CLCA2, en células tumorales humanas y murinas tanto en
presencia de SPARC recombinante como luego del silenciamiento de SPARC
enddgeno, inhibiendo o no al TGFBR.

ACTIVIDADES Y METODOLOGIA

Demostrar que SPARC actiua como mediador de TGF-B1 y que, a través de un
sistema de regulacion reciproca, el receptor del TGF-B1 (TGFBRI) es activado
por SPARC. Ambos eventos impactan en mecanismos de invasion
promoviendo la transicién de tumores de un estadio in situ hacia tumores
invasores

Nos proponemos evaluar la activacion de la via del TGF-B1 midiendo el estado de
forforilacion de SMAD 2/3 y la actividad luciferasa usando un sistema de gen
reportero CAGA-LUC que responde a SMAD 2, la expresion de SPARC, MT1-MMP,
CLCAZ2, en presencia o ausencia de un inhibidor farmacolégico del TGFRI como el
SB431542. Por otro lado, también mediremos los niveles de expresién de
MT1-MMP, COX-2 y CLCAZ nivel de ARNm y proteina en estas células silenciadas o
no para SPARC. Para este objetivo utilizaremos tanto la linea de cancer de mama
humano MCF10DCIS.com como la murina LM38-LP.

METODOLOGIA: TECNICAS ESPECIFICAS A UTILIZAR.

Lineas celulares: Se utilizara la linea celular murina LM38-LP, la cual se cultivara
en medio DMEM/F12 suplementado con glutamina 2 mM y 10% de SFB,
mantenidas en estufa gaseada con 5% de CO2 a 37°C yla linea celular
MCF10DCIS.com que crece en medio DMEM:Nutrient Mix F-12 y suero de caballo.
Ensayos de silenciamiento: Para llevar a cabo el silenciamiento transiente
usaremos MISSION® esiRNA esiRNA targeting human SPARC (EHU002941-20UG)
y MISSION® esiRNA targeting mouse Sparc (EMU088951-20UG) y como control
negative SICO01-1NMOL 1 nmoL -MISSION(R-) SIRNA UNIVERSAL NEGATIVE
usando - MISSION® siRNA Transfection Reagent. De la misma manera con con la
secuencia correspondiente se procedera para el silenciamiento de los otros genes.
Para generar las lineas estables silenciadas para los genes propuestos en el
objetivo 1, se trabajara con vectores obtenidos a partir de Mission shRNA de Sigma.
En el caso del silenciamiento transitorio, se trabajara con los RNAi provistos
también por Sigma. El procedimiento de silenciamiento se llevara a cabo segun.
Western Blot: Se llevara a cabo el procedimiento convencional a partir de lisados
totales. Las proteinas obtenidas seran cuantificadas mediante el método de



Bradford, posteriormente sembradas en geles de poliacrilamida y transferidas a
membrana de nitrocelulosa. Los distintos marcadores seran revelados con
anticuerpos especificos, usando un control de carga como B-actina o Tubulina.



