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Importancia de las Células Madre
Mesenquimales en el desarrollo del
cancer de mama

Importance of mesenchymal stem cells in
breast cancer development

Importancia das Células Tronco
Mesenquimais no desenvolvimento do
cancer de mama

Valeria Fernandez Vallone, Vivian Labovsky,
Leandro Martinez, Norma Chasseing

Resumen

La mayoria de las pacientes con cancer de mama (PCM)
avanzado desarrollan metastasis éseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de un desbalance entre los procesos de 0s-
teogénesis, osteoclastogénesis y resorcion ésea. Nosotros en-
contramos en la médula 6sea (MO) de las PCM avanzado
(carcinoma mamario ductal infiltrante, estadio clinico Il y
IV, sin metastasis en MO y hueso) una disminucién de la efi-
ciencia de clonado de las células madre mesenquimales
(MSC), medida como el nimero de unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (CFU-F), asi como una disminucion
en su capacidad de diferenciacién osteogénica en compa-
racién con las voluntarias sanas (VS). Ademas, observamos
osteoclastogénesis espontanea en MO y sangre periférica de
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las PCM, mientras que no lo hicimos en las VS. Por ultimo,
consideramos importante la evaluacién de la diferenciacién
osteogénica de las MSC de MO y del potencial osteoclasto-
génico de los progenitores hematopoyéticos de MO y de los
monocitos de sangre periférica, como posibles factores pro-
nésticos de futuros desérdenes 6seos que pueden favorecer
la invasion de las células del CM en el hueso.

Palabras clave: células madre mesenquimales * cancer de
mama * médula dsea * hueso * osteogénesis * osteoclasto-
génesis

Summary

Most advanced breast cancer patients (BCP) develop oste-
olytic bone metastasis as a result of the imbalance between
osteogenesis, osteoclastogenesis and bone resorption
processes.In bone marrow (BM) aspirates of untreated BCP
(infiltrative ductal breast carcinoma, clinical stage 1l and IV,
without bone and BM metastasis), a decrease in cloning ef-
ficiency of BM-mesenchymal stem cells (MSC), measured as
number of colony forming unit-fibroblasts (CFU-F), and a de-
crease in its osteogenic differentiation capacity compared to
healthy volunteers (HV) were found . Moreover, spontaneous
osteoclastogenesis (SpOC) in BM and peripheral blood of
BCP were observed, while SpOC was not observed in BM of
HV. Finally, evaluation of the osteogenic differentiation of
BM-MSC and osteoclastogenic potential of BM-hematopoi-
etic progenitors as well as peripheral blood-monocytes are
considered important as possible prognostic factors for fu-
ture bone disorders that may favor the invasion of BC cells
into bone.

Key words: mesenchymal stem cell * breast cancer * bone
marrow * bone * osteogenesis *osteoclastogenesis

Resumo

A maior parte das pacientes com cancer de mama (PCM)
avangado desenvolve metéastases dsseas, de tipo osteoliticas,
como resultado de um desequilibrio entre os processos de o0s-
teogénese, osteoclastogénese e ressorcdo ossea. NOs en-
contramos na medula éssea (MO) das PCM avangado (car-
cinoma mamadario ductal infiltrante, estagio clinico Ill e 1V,
sem metéstase em MO e osso) uma diminui¢do da eficién-
cia de clonagem das células tronco mesenquimais (MSC),
medida como o nimero de unidades formadoras de colénias
fibroblasticas (CFU-F), bem como uma diminuicdo em sua
capacidade de diferenciacdo osteogénica em comparagdo
com as voluntarias saudaveis (VS). Além disso, observamos
osteoclastogénese espontdnea em MO e sangue periférica
das PCM, enquanto que néo o fizemos nas VS. Por dltimo,
consideramos importante a avaliagdo da diferenciagdo o0s-
teogénica das MSC de MO e do potencial osteoclastogénico
dos progenitores hematopoiéticos de MO e dos mondcitos de
sangue periférico, como possiveis fatores progndsticos de fu-
turas desordens 6sseas que possam favorecer a invasao das
células do CM no osso.

Palavras chave: células tronco mesenquimais, cancer de
mama, medula dssea, osso, osteogénese, osteoclastogénese
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El cancer de mama, a pesar de ser tema de gran nu-
mero de investigaciones, continda siendo el tipo de can-
cer mas comun entre las mujeres y la segunda causa de
muerte particularmente en EE.UU. (1). Cada ano, mas
de 44.000 mujeres mueren de cancer de mama. La esta-
distica indica que la mortalidad en el ano 2000 fue de
24,2y 26,7 en EE.UU. y Argentina, respectivamente (1).
En ambos casos, se trata de cifras de mortalidad especi-
fica expresadas como nimero de muertes por ano, por
100.000 habitantes. Y a pesar de los esfuerzos realizados
para detectar el cancer mama en estadios tempranos, esto
no garantiza la mejor sobrevida del paciente. Observa-
cion que indica la necesidad de contar con métodos mas
sensibles para detectar las células epiteliales tumorales
mamarias (CEpTM) y/o las células madre tumorales
(TSC) presentes en la mama, asi como también la nece-
sidad de continuar profundizando sobre la biologia del
cancer de mama en sus estadios iniciales y estudiando los
mecanismos que llevan al desarrollo de las metastasis.

Por otra parte, el cancer fue considerado durante
mucho tiempo como un desorden constituido por cé-
lulas transformadas que adquirieron un alto grado de
proliferacion y autorrenovacion, asi como mayor capa-
cidad de sobrevida e invasion a través de la activacion de
oncogenes e inactivacion de genes supresores del tumor
(2). Sin embargo, en los ultimos anos se demostré que
la formaciéon de un tumor clinicamente relevante de-
pende de la composicion y funcién del microambiente
tumoral (MT) formado por células estromales y acceso-
rias, matriz extracelular y factores solubles (2). Dentro
de este MT se han encontrado fibroblastos, pericitos, leu-
cocitos (linfocitos Ty B, células naturalmente citotoxi-
cas, neutrofilos, eosinoéfilos, monocitos-macrofagos, ba-
sofilos y mastocitos),, miofibroblastos, células dendriticas,
células derivadas de médula 6sea (MO) entre las cuales
se encuentran las células madre mesenquimales (MSC)
y los progenitores mesenquimales, células endoteliales
vasculares linfaticas y de sangre (2). Numerosos estudios
experimentales muestran una interaccion activa y reci-
proca entre las CEpTM vy las células estromales/ acce-
sorias y demas componentes del MT, eventos criticos que
determinan y promueven el crecimiento del tumor pri-
mitivo y su progresion hacia una futura metdstasis (2).
Por lo tanto, el analisis del MT, en particular la presen-
cia y funcién de las MSC de MO, asi como de los pro-
genitores endoteliales y células endoteliales, fibroblastos
asociados al tumor y macréfagos asociados al tumor de
tipo M2, son actualmente tema de multiples estudios des-
tinados a comprender mas sobre la biologia del tumor
y asi poder desarrollar tratamientos terapéuticos que in-
hiban o retrasen el crecimiento del tumor primitivo y las
metastasis (3) (4).

Por otro lado, el cerebro, hueso, higado y pulmoén son
los sitios preferidos de metastasis en las pacientes con
cancer de mama (PCM). Ha sido reportado que las me-
tastasis pueden ocurrir incluso en ausencia del tumor
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primario de mamay, en hueso, es el resultado de un des-
balance fisiolégico y fisico como son la lesion litica y la
hipercalcemia (5). Es importante recordar que las me-
tastasis 6seas se expresan clinicamente por: 1)- Dolor
6seo en el 60-70% de las PCM; 2)- Fractura patologica en
el 30-40% de las PCM (68% en fémur y 28% en hu-
mero); 3)- Sindrome de comprensiéon medular en el 20-
30% de las PCM; 4)- Hipercalcemia en el 15% de las
PCMy 5)- en los casos de afeccion vertebral, puede exis-
tir dolor local e irradiado, con o sin signos de déficit neu-
rolégico. Alteraciones que reducen la calidad de vida del
paciente y se suman por lo tanto a la necesidad de pro-
fundizar sobre la compleja interaccion entre las CEpTM
y los componentes de MO y hueso (1) (5). Ambos tejidos
proveen un microambiente favorable donde las células
tumorales pueden proliferar vy, asi, la MO y el hueso se
convierten en un reservorio de la enfermedad. Muchos
avances recientes se han realizado en el tratamiento
quimioterapico de las PCM avanzado (estadio clinico III
y IV) pero la principal limitacion es la falta de respuesta
al tratamiento de las CEpTM quiescentes presentes en
MO, asi como la presencia de células madre tumorales.

Hasta el momento, no se ha descrito en humanos, si an-
terior al desorden 6seo que implica la invasion tumoral y
desarrollo de la metastasis 6sea (MTsO) existe una altera-
cion en el potencial osteogénico de la MSC de MO para
dar osteoblastos/osteocito y/o en su migracion al hueso
afectado. Y tampoco se estudi6 in vitro qué pasaba con la
formacion de osteoclastos a partir del progenitor hema-
topoyético comprometido con el linaje monocitico de la
MO en estas PCM avanzado sin MT50. Sin embargo, lo que
sl se encontro recientemente, es que la produccion y ac-
tividad de los osteoclastos esta regulada por los factores so-
lubles liberados tanto por las MSC como por preosteo-
blastos/ osteoblastos, asi como por las CEpTM presentes
en el hueso con metastasis [RANKL, M-CSF, TRAIL, OPG
(receptor soluble de RANKL soluble o RANKL de mem-
brana y TRAIL), IL-1f, IL-6, IL-11, IL-8, MIP-1o,, PTHrP,
TNF-o, TGF-8, PGE2, MMP-7, etc.], sin descartar un efecto
indirecto por la liberacion de estos factores desde el tumor
primario en mama (6, 7). Los factores osteoclastogénicos
pueden ser de accion directa como el RANKL, IL-11 o in-
directa como la PTHrP, IL-6, IL-1, MIP-1a,, PGE2, TNF-a.,
MMP-7 pues inducen la liberacién de M-CSF y RANKL por
parte del osteoblasto y MSC del microambiente de MOy
hueso afectado (6, 7). En relacion a la formacion de oste-
oclasto, el RANKL se une a su receptor el RANK presente
en la membrana del preosteoclasto estimulando sucesiva-
mente la diferenciacién, la fusion a una célula multinu-
cleada, la activacion y la sobrevida del osteoclasto (8).
Ademas, el M-CSF es un factor primordial en la osteoclas-
togénesis pues incrementa directamente el pool de pre-
osteoclastos en hueso y favorece la diferenciacién a oste-
oclasto pues al unirse a su receptor el c-fms presente en la
membrana del preosteoclasto incrementa la expresion de
RANK Yy su union con RANKL (8).



En trabajos anteriores demostramos, por primera
vez, una disminucion significativa de la capacidad de
clonado de las MSC para dar unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (CFU-F) en MO de PCM avan-
zado, libres de tratamiento y sin metastasis en MO y
hueso, asi como una disminucién significativa del po-
tencial osteogénico de las MSC de MO de estas PCM en
comparacion con las voluntarias sanas (VS) (9). Hechos
ambos que se asocian posiblemente a una disminucién
de los niveles de Dkk-1 en los medios condicionados de
los cultivos de CFU-F= MSC (Dkk-1 en medio de no di-
ferenciacion favorece la proliferacion de la MSC'y su so-
brevida) y a un aumento de los niveles de Dkk-1 libe-
rado en los medios condicionados de las MSC cultivadas
en medio de diferenciacion osteogénico (Dkk-1 inhi-
bidor de la via de las Wnt, factor este ultimo inductor de
la diferenciacién osteogénica de la MSC), resultados es-
tos ultimos que encontramos en estas PCM (10). Tam-
bién cuantificamos un incremento significativo de Dkk-
1 en plasma de sangre periférica (SP) de estas PCM
avanzado en comparacion con las VS (11).

Por otra lado, observamos osteoclastogénesis espon-
tanea in vitro en estas PCM avanzado (libres de trata-
miento y sin MTs0O), independiente de que la diferen-
ciacion se hiciera a partir de precursores mielomono-
citicos de MO o de monocitos CD14+ de SP en compa-
racion con las VS que presentaron una nula o minima
formacion espontanea de osteoclastos. Los cultivos de
las PCM tampoco respondieron in vitro a los factores os-
teoclastogénicos conocidos (vitamina D3, RANKL y M-
CSF). Mas aun, los medios condicionados de los cultivos
de células mononucleares, no estimuladas, de MO de es-
tas PCM avanzado fueron capaces de inducir la dife-
renciacion osteoclastica de monocitos de SP de las VS a
valores de % de osteoclasto semejantes al inducido con
M-CSF + RANKL (11). Mas atin, se evalu6 un incremento
significativo de RANKL soluble y Dkk-1 (inhibidor de la
osteogénesis e indirecto activador de la osteoclastogénesis
por favorecer el pool de osteoblastos productores de
RANKL) en SP de estas PCM; incremento significativo
de ICAMs (activador de osteoclastos y factor que favorece
la proliferacién, migraciéon y MTsO de la CEpTM) y dis-
minucion significativa de IL-10 (factor anti-osteoclasto-
génico e inhibidor de algunos tumores) ambos en SP de
estas PCM en comparacion con las VS e incremento sig-
nificativo de GM-CSF (factor que en exceso favorece la
multinucleacion de los preosteoclastos y su actividad) en
los medios condicionados (7 dias) de MSC de las PCM,
asi como un incremento en la expresion/ MSC de RANKL
de membrana en estas pacientes (11). Todos los factores
antes descriptos favorecen la osteoclastogénesis espon-
tanea encontrada en MO y SP de estas PCM avanzado,
pudiendo ser marcadores pronéstico de futuras MTsO.

Por ultimo, encontramos que las MSC que quedan
como reserva en la MO de las PCM avanzado, sin MTsO,
poseen una disminucién significativa de la capacidad de

IBYME 681

diferenciaciéon no sélo osteogénica como se detallo
anteriormente sino también adipogénica, a expensa del
linaje condrogénico que esta aumentado respecto a los
valores de las VS. Esta deficiente plasticidad de la MSC de
MO de estas PCM avanzado se relaciona con la
disminucién del % de la poblacién de MSC con fenotipo
CD146+ (marcador de MSC del nicho vascular) asi como
con una disminucién del indice de fluorescencia relativa
de CD146. Otros autores encontraron (12) que la mayor
intensidad de fluorescencia relativa de CD146/ MSC
corresponden a las MSC que presentan triple plasticidad
y mayor autorrenovacion, asi como mayor capacidad de
regular la hematopoyesis en comparacion a las que
expresan menos intensidad de fluorescencia relativa que
corresponden a las MSC unipotenciales de baja eficiencia
de clonado. De este ultimo resultado y de nuestros estu-
dios de anos anteriores se desprende que en estas PCM
avanzado previa aparicién de las MTsO existe un menor
reservorio de MSC con alta autorrenovacion, sobrevida,
migracion y multipotencialidad, pues posiblemente al ini-
cio del desarrollo tumoral hayan migrado las mas efecti-
vas al tumor primitivo como se describi6é en modelos mu-
rinos y las que quedan en la MO en este momento del
desarrollo tumoral tengan como funcion principal favo-
recer la osteoclastogénesis y resorcion 6sea, procesos
ambos que favorecen el desarrollo de las MTOs.
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Resumen

Las galectinas, una familia de lectinas que reconocen glico-
conjugados especificos en la superficie celular y la matriz, par-
ticipan en diversos procesos biolégicos como reguladores de la ho-
meostasis de la respuesta inmune y de la progresiéon tumoral.
Considerando el papel inmunomodulador de Galectina-1 (Gal-
1) en modelos de inflamacidn crénica y su contribucion a la cre-
acion de microambientes tolerogénicos, durante los Gltimos afios
exploramos el impacto de esta proteina sobre el balance de cé-
lulas Ty la funcionalidad de células dendriticas (CDs). Mientras
las células Thl y Th17 poseen el repertorio de glicanos necesa-
rios para la unién de Gal-1, los linfocitos Th2 son resistentes a
la unién de esta proteina, lo cual explicaria el incremento en la
susceptibilidad de los linfocitos Th1 y Thl7 a la apoptosis in-
ducida por Gal-1 y la consecuente desviacion en el balance de
la respuesta inmune hacia un perfil Th2. Ademas, identificamos
un circuito tolerogénico en el que Gal-1 induce la diferenciacién
de CDs tolerogénicas productoras de IL-27, la consecuente ex-
pansion de células T regulatorias productoras de IL-10 y la su-
presién de la inflamacién mediada por células Thly Th17. Pos-
tulamos un nuevo mecanismo de regulacién homeostatica de la
respuesta inmune basado en la interaccion entre Gal-1 y sus gli-
canos especificos, el cual permite anticipar nuevos horizontes te-
rapéuticos, en los que la modulacién de la expresion de Gal-1 o
sus glicanos nos permitiria regular la respuesta inmune.

Palabras clave: galectina-1 * células T * células dendriticas *
tolerancia inmunolégica

Summary

Galectins, a family of endogenous glycan-binding proteins able
to recognize specific glycoconjugates on cell surface and extra-
cellular matrix, control critical immunological processes in-
volved in immune homeostasis and tumor progression. Given the
immunosuppressive role of Galectin-1 (Gal-1) in different mod-
els of chronic inflammation and its contribution to the creation
of tolerogenic microenvironments in cancer and pregnancy mod-
els, the impact of this protein on T helper cell balance and den-
dritic cells (DCs) functionality was explored. A novel mechanism,
based on the differential glycosylation of T helper cell subsets,
by which Gal-1 preferentially eliminates antigen-specific Thl and
Th17 cells, leading to a shift toward a Th2 profile was identified.
While Th1- and Th-17—differentiated cells expressed the reper-
toire of cell surface glycans that are critical for Gal-1-induced
cell death, Th2 cells are protected from Gal-1 through differential
sialylation of cell surface glycoproteins. More recently, the abil-
ity of Gal-1 to trigger the differentiation of tolerogenic dendritic
cells (DCs), which promote resolution of autoimmune inflam-
mation, was demonstrated. A tolerogenic circuit linking Gal-1 sig-
naling, IL-27-producing DCs and IL-10-secreting T cells was
identified. It can be postulated that molecular interactions be-
tween endogenous galectins and specific glycans constitute a
novel mechanism of homeostatic regulation of immune re-
sponses. Understanding the role of protein-glycan interactions
in the establishment of tolerogenic or inflammatory programs will
enable the design of more rational immunotherapeutic strategies
with broad biomedical implications.

Key words: galectin-1* T cells* dendritic cells * immune tol-
erance



