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PABLO HURTADO BLANCO

RESUMEN

El cancer es la principal causa de muerte en los paises desarrollados, siendo el cancer de
mama el tipo de tumor mas cominmente diagnosticado en mujeres a nivel mundial. Este cancer
se subdivide en tres subtipos moleculares, dependiendo de la expresion de los biomarcadores
receptor alpha de estrégenos (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2): luminal, HER2* y triple negativo. Cada subtipo
correlaciona con un comportamiento Unico, incluyendo diferencias en supervivencia, metastasis
y respuesta al tratamiento.

La metastasis es un proceso mediante el cual el tumor se extiende desde su lugar de origen
hasta drganos distantes. Actualmente, la enfermedad metastasica se considera incurable,
produciendo més del 90% de las muertes asociadas a cancer. Las células tumorales circulantes
(CTC) son ceélulas detectadas en la sangre periférica de los pacientes con cancer y son las
principales responsables de la metastasis. Durante este proceso, las células de los tumores
epiteliales sufren cambios estructurales y funcionales que les permitirdn metastatizar a tejidos
y 6rganos lejanos, siendo la transicion epitelio-mesénquima (TEM) el principal mecanismo a
través del cual las células tumorales se liberan de sus uniones con las células vecinas y
adquieren caracteristicas mesenquimales que les confieren un fenotipo invasivo. Una vez las
células tumorales adquieren capacidad invasiva, deben intravasar a través de la pared endotelial
de los vasos sanguineos para entrar en la circulacion y, una vez alli, sobrevivir como CTC. En
el torrente sanguineo, las CTC son sometidas a diversos factores de estrés que limitan su
supervivencia, como choques contra células endoteliales, el ataque de células inmunes, fuerzas
hemodindmicas y la anoikis por la pérdida de sefiales de adhesidn célula-célula. Tras sobrevivir
en circulacion, las CTC deben extravasar, adaptarse y proliferar en un nuevo tejido. La gran
cantidad de obstéaculos que deben superar las células tumorales para establecer un tumor a través
de la metastasis implica que, pese al gran numero de células tumorales que llegan a la sangre,
el proceso metastasico sea altamente ineficiente.

Las CTC son detectadas en pacientes mediante la biopsia liquida, una técnica analitica
minimamente invasiva que se realiza a partir de fluidos bioldgicos, principalmente la sangre,
permitiendo el diagndstico y seguimiento del cancer. La enumeracion de CTC mediante el
sistema CellSearch®, que reconoce las CTC en funcion de marcadores epiteliales de superficie,
ha establecido una relacion entre el nimero de CTC en sangre y el prondéstico de la enfermedad
en pacientes con cancer de mama metastasico. Asi, pacientes con >5 CTC/7,5 mL de sangre
periférica presentan un peor prondstico que pacientes con <5 CTC/7,5 mL. Por otro lado,
también existen metodos de deteccion basados en el tamafio y densidad de las CTC que
permiten la deteccion de poblaciones de CTC con mayor plasticidad en cuanto a la expresion
de fenotipos epiteliales y mesenquimales.

Las CTC pueden encontrarse en la sangre de pacientes como células individuales o
clasteres de CTC, grupos de dos o mas células tumorales. El origen de estos clusteres parece
situarse tanto en la migracién colectiva de células procedentes del tumor primario como en una
agregacion intravascular de células individuales. La aparicion de estos clusteres en la sangre es
baja, ya que solo el 2-5% de las CTC en sangre son clusteres, y diversos estudios han
demostrado su presencia como marcadores de prondstico independientes a la enumeracion de
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CTC. Por otro lado, se ha demostrado que los clisteres de CTC tienen un mayor potencial
metastasico que las CTC individuales. Dentro de estos clusteres coexisten poblaciones
heterogéneas de CTC, algo que ha sido demostrado en cancer de préstata, pulmoén y mama, que
permiten la diseminacion de estos grupos celulares al torrente sanguineo mientras mantienen la
expresion de moléculas de adhesion célula-célula. La existencia de uniones célula-célula en los
clisteres de CTC les permite escapar de la anoikis, mientras que la agregacion celular les
protege de la apoptosis y de los radicales libres de oxigeno producidos en respuesta a la
separacion de las celulas de la matriz extracelular (MEC). A nivel génico, en los clusteres de
CTC se ha observado una disminucion de la expresién de genes asociados a apoptosis y
respuesta inmune, asi como el aumento de expresion de genes asociados a proliferacion y
“stemness”, mientras que analisis transcriptomicos han demostrado cémo los clusteres de CTC
mantienen caracteristicas epiteliales que permiten la formacion y mantenimiento del clister en
circulacion.

Las CTC que sobreviven en el torrente sanguineo y extravasan a un nuevo tejido no realizan
el proceso en solitario, sino que reclutan a las células del estroma, como células inmunes,
células angiogénicas y fibroblastos asociados a cancer, para crear un microambiente tumoral
que contribuya al establecimiento del tumor. Cada subtipo celular afecta de manera distinta a
las células tumorales, afectando a la proliferacion, alteracion del metabolismo energético o la
evasion de muerte celular.

Algunas células pertenecientes al microambiente se han detectado también como parte de
clusteres de CTC en la sangre de pacientes y modelos murinos, dando lugar a los llamados
clasteres de CTC heterotipicos. La formacion de microagregados con plaquetas, por ejemplo,
protege a las CTC de la muerte celular inducida por estrés y por células asesinas naturales (NK).
Asimismo, esta agregacion de plaquetas con CTC aumenta la extravasacion tumoral mediante
la liberacion de TGF-B por parte de las plaquetas. Por otro lado, los neutréfilos parecen estar
implicados en la diseminacion de cllsteres homotipicos y heterotipicos CTC-neutrofilos,
asociandose la presencia de estos ultimos a una peor supervivencia libre de progresion en
pacientes. Ademas, los neutrofilos promueven el atrapamiento de las CTC en los sitios de
metastasis, facilitando su adhesion al endotelio, y pueden facilitar su extravasacion mediante la
secrecion de metaloproteasas que degradan la MEC.

Los fibroblastos asociados a cancer (CAF) son el componente celular mas numeroso del
microambiente tumoral. La mayoria de los CAF proceden de fibroblastos sanos del tejido
conectivo que son activados debido a su proximidad al tumor. Sin embargo, se han descrito
otros origenes a partir de células epiteliales, endoteliales, adipocitos, pericitos y células de
masculo liso. El conjunto de todos los posibles precursores contribuye a la gran heterogeneidad
molecular y funcional observada en las diferentes sub-poblaciones de CAF, lo cual se ve
reflejado en la amplia variedad de marcadores biol6gicos utilizados para su identificacion. Los
marcadores mas comunmente utilizados son la actina alpha de musculo liso (a-SMA), la
proteina de activacion de fibroblasto (FAP), la proteina especifica de fibroblasto 1 (FSP1) y los
receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa y PDGFR).

Los CAF aumentan la rigidez de la MEC mediante el deposito de colageno, acido
hialurénico, fibronectinas y laminina, lo cual facilita la unién de las células tumorales al
endotelio y la intravasacion en el sistema circulatorio. Ademas, la secrecion de proteinas
proangiogénicas por parte de los CAF contribuye a la angiogénesis, mientras que la secrecion
de factores de supervivencia como IGF-1 e IGF-2 limitan la apoptosis de las células tumorales.
Por otro lado, se ha descrito una relacién simbi6tica entre los CAF y las células tumorales, en
la que los primeros pueden intercambiar recursos energeéticos con los segundos para promover
el crecimiento tumoral. De igual modo que plaquetas y neutroéfilos, los CAF pueden viajar en
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sangre junto a las CTC, posiblemente aportando una mayor supervivencia a las células
tumorales. Se ha descrito que los clusteres heterotipicos de CTC y CAF encontrados en la
sangre de modelos murinos muestran una menor incidencia de células apoptéticas comparado
con CTC individuales o clusteres homotipicos de células tumorales, ya que la presencia de los
CAF en los clusteres heterotipicos parece proteger a las células tumorales de las fuerzas
hemodinamicas. Ademas, los CAF pueden aumentar el potencial metastasico de las células
tumorales mediante la induccion de TEM a través de la secrecion de TGF-f. Finalmente, los
CAF contribuyen al nicho premetastasico de forma directa, mediante su movilizacion desde el
tumor primario.

En el cancer de mama, los clusteres de CTC encontrados en la sangre muestran tanto
fenotipos mesenquimales como epiteliales. La migracion de las células tumorales desde el
tumor primario puede darse a traves de la TEM, mediante la cual las células adquieren un
fenotipo mesenquimal, o a través de una migracion colectiva mientras mantienen las adhesiones
célula-célula. Se ha especulado gque, dentro de estos grupos celulares, las células tumorales que
exhiben caracteristicas mesenquimales actuarian como lideres de las células que ain mantienen
su fenotipo epitelial. En este sentido, diversos estudios han mostrado como los CAF dirigen la
invasion de los clusteres de células tumorales a través de interacciones fisicas, moviéndose
como cadenas colectivas a través de huecos generados en la MEC o mediante la adhesién de
N-cadherinay E-cadherina de las membranas de CAF y células tumorales, respectivamente. No
obstante, parece que los CAF también pueden guiar la migracién de las CTC sin necesidad de
una interaccion fisica, favoreciendo la formacion de clisteres homotipicos de células tumorales.
Asimismo, factores liberados por los CAF pueden producir la formacion de una poblacién
hibrida epitelio-mesénquima, que lidera la migracion de las células epiteliales.

El objetivo de la presente tesis doctoral consiste en entender la biologia de los clusteres de
CTC y su elevada capacidad metastasica en el cancer de mama. Concretamente, se trata de
comprender la heterogeneidad celular asociada a estos clusteres de CTC y cdmo células del
microambiente tumoral, en particular los CAF, pueden interaccionar con ellos y condicionar su
capacidad de desarrollar metastasis. Asimismo, se busca descubrir las posibles modificaciones
moleculares producidas por los CAF sobre las CTC en los clUsteres heterotipicos.

Para la realizacion de estos objetivos, se desarrollé un modelo in vitro de clisteres de CTC
homotipicos de células tumorales a partir de las lineas tumorales de cancer de mama MDA-
MB-2318CFP-lic y MCF7¢CFP-lic v clasteres heterotipicos formados ademas por fibroblastos
asociados a cancer (VCAF™™) y fibroblastos normales (BJ). La linea celular MDA es una
linea celular de cancer de mama triple negativo, muy agresiva, invasiva y poco diferenciada.
La linea MCF7 es una linea celular de cancer de mama luminal A, poco agresiva y no invasiva,
considerada de bajo potencial metastdsico. Ambas lineas expresan la proteina verde
fluorescente aumentada (eGFP) y el gen luciferasa (Luc), necesarios para el posterior analisis
de los resultados mediante la deteccion de fluorescencia o bioluminiscencia. Por otro lado, la
linea VCAF™C"™ expresa la proteina roja fluorescente mCherry.

Los resultados de los ensayos funcionales in vitro muestran un comportamiento diferente
para las lineas tumorales en presencia de los fibroblastos VCAF™"™  tanto cuando forman
parte de un cocultivo como cuando forman parte de clusteres. Se pudo observar que la
proliferacion de la linea MDA-MB-231°¢F*¢ 5o ve ralentizada en presencia de la linea
VCAFMCMe™Y mientras que la linea MCF7°C" ¢ e su ritmo de proliferacion aumentado en
presencia de VCAF™C"™_ En linea con este efecto, se observo una ralentizacion en el cierre de
herida en los cocultivos de MDA-MB-231¢CFPi¢ y yCAF™C™  mientras que la linea
MCF7¢CFP-Ic yefa acelerada su diseminacion en presencia de VCAF™C"™_ Ademas, se observo
un menor tamafio de colonias formadas sobre agar en el caso de los clisteres heterotipicos
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formados por MDA-MB-2318CFP-lic yy yCAF™C™  mientras que los clisteres heterotipicos
formados por MCF7¢¢FP-luie y yCAF™CY dieron lugar a un mayor nimero de estas colonias.
Hay que destacar que, en base a los resultados de estos ensayos funcionales, el efecto de los
VCAF™CMe™Y fye ratio-dependiente, es decir, a mayor cantidad de fibroblastos en el cocultivo,
mayor efecto sobre las células tumorales. Por otro lado, en los ensayos de migracion en
Transwell® se pudo apreciar una mayor migracion por parte de los clisteres heterotipicos tanto
en el caso de MDA-MB-231°¢F*Iic como MCF7¢¢FIuc en comparacion con los clisteres
homotipicos.

Los resultados de nuestros ensayos in vitro sugieren la existencia de modificaciones en los
perfiles moleculares de las células tumorales, por lo que se sembraron cocultivos de células
tumorales y VCAF™C™ separados por insertos de membrana, permitiendo analizar en cada
poblacién la expresion de genes asociados a TEM y a la activacion de fibroblastos. El cultivo
de fibroblastos con MCF7¢¢F1u¢ ng afecto a la expresion del marcador epitelial CDH1 en las
células tumorales ni indujo la expresion de CDH2 y VIM, marcadores mesenquimales,
indicando que VCAF™C"™ ng est4 provocando una TEM sobre MCF7¢CFP1¢ | a linea MDA-
MB-231°CFP-Ile 5o]o expresa VIM, al contrario que la linea VCAF™™ que expresa VIM y
CDH2. Estos fibroblastos no produjeron tampoco la induccion de TEM sobre MDA-MB-
231°CFP-lic pes no afectaron a la expresion de VIM en esta linea tumoral. En cuanto a la
expresion de los marcadores asociados a la activacion de fibroblastos FN1, FSP1, ACTA2y FAP,
estos no varian de forma significativa en los VCAF™"™ cocultivados con las células tumorales
respecto a los VCAF™C™ en monocultivo. Por tanto, los resultados de expresion génica indican
que la intercomunicacion de las células tumorales con los fibroblastos a través de factores
secretados no es capaz de inducir cambios significativos de expresion génica en marcadores de
TEM y de activacion de fibroblastos.

Debido a la baja frecuencia de los clusteres de CTC en sangre de los pacientes, se realizaron
xenotrasplantes de clusteres homotipicos de células tumorales y heterotipicos de células
tumorales y fibroblastos en modelos animales para estudiar el efecto de los VCAF™C™ y BJ
sobre las capacidades metastasicas de las lineas tumorales MDA-MB-2316CF-Iic y M CF76CFP-
lue_Asi, los xenotrasplantes en embriones de pez cebra con la linea MCF7¢¢7P " mostraron una
pobre capacidad de diseminacion a la cola del embrion tanto para los clisteres homotipicos
como heterotipicos, demostrando que la presencia de estos fibroblastos en el cluster no favorece
la diseminacidn de estas células tumorales pobremente metastasicas. Sin embargo, si se observé
un aumento de la supervivencia de MCF7¢CF™Ic en el sitio de inyeccion cuando son
xenotrasplantadas como cllsteres heterotipicos junto a VCAF™"™  coincidiendo con los
resultados obtenidos en la generacion de colonias in vitro. Respecto a la linea MDA-MB-
231°8CFP-Ile 105 fibroblastos no afectaron de forma significativa a la diseminacion de las células
tumorales cuando fueron inyectadas como cllsteres heterotipicos, aunque se observo una
tendencia a una menor diseminacion respecto a los clusteres homotipicos. Asimismo, se
realizaron xenotrasplantes de suspensiones celulares individualizadas homotipicas y
heterotipicas con esta linea tumoral, en los que se observo que la presencia de VCAF™CherTy
disminuye la diseminacion de MDA-MB-231°¢FP¢ 3 |a cola. Comparando ambos disefios
experimentales, pudimos observar que la agregacion de las células tumorales en clUsteres de
CTC favorece su supervivencia, efecto independiente de la presencia de VCAF™C"™, Por otra
parte, los xenotrasplantes con cldsteres heterotipicos de MDA-MB-231°CF>-Ie y fibroblastos BJ
mostraron resultados similares, no llegando a observarse diferencias significativas en la
diseminacion de MDA-MB-231°¢F*Iu respecto a los clisteres homotipicos de esta linea
tumoral. Esto confirma que, pese a la procedencia tumoral de VCAF™C™ estos no poseen un
fenotipo capaz de aumentar la capacidad invasiva de las células tumorales.
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En nuestros xenotrasplantes en pez cebra, pudimos observar la diseminacion conjunta de
fibroblastos y células tumorales, aunque no en todos los embriones. Tanto en embriones
xenotrasplantados con cllsteres heterotipicos de MDA-MB-2316C¢FP-lucy yCAFMCN™ como de
MDA-MB-231¢¢FP-lucy BJ  |a presencia de fibroblastos diseminados en la cola de los peces se
asocia a una mayor diseminacion tumoral. Los andlisis de regresion asociando la fluorescencia
de las células tumorales y los fibroblastos VCAF™C"™ indican que hay cierto componente de
migracion de las células tumorales dependiente de la accién de los fibroblastos, aunque la
similitud de los resultados de diseminacion obtenidos con los clUsteres heterotipicos de MDA-
MB-231°¢CFP-Ilc con vCAFTCM™Y y MDA-MB-23186FP-I4¢ con BJ se traduce en que gran parte de
dicha diseminacién no es activa, sino una diseminacion pasiva conjunta desde el sitio de
inyeccion. Es interesante destacar que, en presencia de VCAF™™ diseminados, la cantidad
de células MDA-MB-231¢FPu¢ en a cola aumentd en el tiempo, mientras que el nimero de
celulas tumorales en embriones con BJ en cola se mantuvo estable. Este resultado parece indicar
que, aunque los VCAF™C™ no ejercen un efecto pro-invasivo sobre la diseminacion inicial de
las MDA-MB-231¢C7P1¢ desde el Ducto de Cuvier, si estan favoreciendo el anidamiento y
posterior crecimiento de las células tumorales. Por ultimo, podemos afirmar que el efecto de
los VCAF™C™ sopre la supervivencia y proliferacion de las células MDA-MB-2316CF-lue
diseminadas es dependiente de su presencia mantenida en el tiempo, ya que solo se pudo
observar cuando los fibroblastos fueron capaces de sobrevivir tras la diseminacion. Ademas,
dicho efecto se dio al contrario en aquellos peces en los que los fibroblastos BJ diseminados
sobreviven en el tiempo, provocando una disminucion del nimero de MDA-MB-2318¢FP-luc
diseminadas. Sorprendentemente, se observo una reduccion en el nimero total de vVCAFTChey
a lo largo del tiempo, lo que parece sugerir que se esta produciendo un fenémeno de seleccién
en el que la supervivencia de subpoblaciones de VCAF™"™ con capacidad de potenciar la
proliferacion de las células tumorales es favorecida.

Se realiz6 un inmunoensayo en distintas condiciones de cultivo (monocultivo, cocultivo
con interaccion fisica y cocultivo con interaccion paracrina) de células MDA-MB-231°CFP-lucy
VCAF™ChemY ghservandose una produccion diferencial de citoquinas, detectandose la secrecion
de CCL5/RANTES, CXCL10/1P-10 e ICAM1/CD54 solo cuando existen interacciones fisicas
entre MDA-MB-231°CFP-lucy yCAFMCNe™Y | Estas citoquinas se han descrito como potenciadoras
de la motilidad e invasion de las células tumorales, estando CXCL10/IP-10 e ICAM/CD54
ademaés favoreciendo un fenotipo metastasico en células tumorales de cancer de mama. La
deteccidn de estas citoquinas solo cuando existe interaccion fisica puede ser un factor clave en
la supervivencia y proliferacion tumoral en los xenotrasplantes de pez cebra. En conjunto, estos
resultados muestran un efecto diferencial de los fibroblastos VCAF™"™ y BJ sobre la
supervivencia y proliferacion de las MDA-MB-231°CF>¢ diseminadas en la cola de peces
cebra, siendo este efecto dependiente tanto de la capacidad de supervivencia de los propios
VCAF™C™ como de su interaccion fisica con las células tumorales derivadas de los clisteres
heterotipicos.

Estos resultados obtenidos en el pez cebra contrastan con los resultados obtenidos en
ensayos de colonizacion pulmonar en ratones, en el cual se observéd una clara disminucién de
la capacidad de anidamiento y crecimiento de los clusteres heterotipicos respecto a los
homotipicos, produciendo un numero inferior de metastasis y sin observar ningun efecto
potenciador de la proliferacion celular. Sin embargo, el anélisis histopatolégico de los tejidos
pulmonares no fue concluyente y no se pudo confirmar la presencia de VCAF™"™™ en las
lesiones metastasicas pulmonares.

Dado el efecto similar que producen los fibroblastos VCAF™"™ y BJ sobre la
diseminacion de las células MDA-MB-2315CF>Itc en el pez cebra, nos planteamos analizar la
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expresion génica de los marcadores de activacion de VCAF™CM™ mas comdnmente utilizados:
a-SMA, FAP, FN1, FSP1, TNC, PDGFRa y PDGFR-B. Se pudo observar, pues, que la
expresion de la mayoria de estos marcadores es similar entre ambas lineas celulares. Esto se
traduce en que, pese a proceder de un ambiente tumoral, los fibroblastos VCAF™"™ ng
presentan un patron molecular claro de activacion, lo que podria estar relacionado con la falta
de un fenotipo potenciador de la diseminacidén tumoral en nuestros modelos in vivo.

En conjunto, los resultados de expresion de marcadores de activacion de VCAF™Cem,
junto a los estudios de expresion génica en cultivos de interaccion paracrina y el ensayo de
produccion de citoquinas, parece indicar que esta linea de VCAF™C"™ podria corresponderse
con una poblacion de fibroblastos asociados a cancer con limitada capacidad de comunicacion
paracrina y dependiente de las interacciones fisicas con las células tumorales para ejercer un
efecto regulador sobre ellas. Para comprobar esta hipdtesis, se realizaron ensayos de
estimulacion de VCAF™C"™ con TGF-B, uno de los principales inductores de la activacion de
fibroblastos. Los analisis de expresion génica en fibroblastos VCAF™C™ estimulados con
TGF-B derivaron en un aumento de la expresion de los genes FN1 y FAP, asi como tendencias
a un aumento de ACTA2 y TNC. Esto indica que los VCAF™"™ son capaces de responder a
estimulos del microambiente tumoral, adquiriendo un perfil molecular de activacion, el cual no
es observado en los cocultivos de interaccion paracrina con las células tumorales. Ademas, estos
cambios moleculares se tradujeron en cambios funcionales, pues en ensayos de migracion en
Transwell®, asi como en xenotrasplantes en pez cebra, los clisteres heterotipicos formados por
MDA-MB-231°6FP-luc y yCAFMChe™Y aetivados con TGF-B muestran un mayor nimero de
células tumorales migradas que los clusteres heterotipicos con fibroblastos sin tratar. En
conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que los VCAF™™ son capaces de adquirir un
fenotipo potenciador de la diseminacion tumoral en respuesta a estimulos del microambiente
tumoral y que en los ensayos de interaccion paracrina la comunicacion entre células tumorales
de mama y fibroblastos es limitada.

Por otra parte, diversos estudios han mostrado que los fibroblastos asociados a cancer
pueden estar implicados en la formacion y diseminacidon de los clusteres de CTC. Por tanto, nos
planteamos estudiar el posible papel de VCAF™C"™ en |a formacion de CTC y clUsteres a través
de xenotrasplantes ortotopicos murinos con MDA-MB-231FP¢ | a coinyeccion de los
fibroblastos VCAF™C™ con las células MDA-MB-231¢P1“¢ provocé un efecto negativo sobre
el desarrollo tumoral, observidndose una tendencia a la ralentizacion del crecimiento del tumor
respecto a los ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231¢¢FP-u¢_ Esto coincide con el efecto
negativo que ejercen los fibroblastos sobre la proliferacion de las células tumorales observado
en ensayos in vitro. De igual modo, el retardo en el crecimiento tumoral tuvo un impacto
negativo en el desarrollo de las metéstasis. Asimismo, estos efectos parecen determinados por
la cantidad de VCAF™™ xenotrasplantados, pues cuando se aument6 la proporcion de
fibroblasto: célula tumoral en los xenotrasplantes, se observd un efecto inhibidor del
crecimiento mas pronunciado en los xenotrasplantes heterotipicos. Asimismo, el analisis de
sangre de estos ratones reveld0 un mayor nimero de CTC individuales que de clusteres,
detectandose un menor nimero de CTC y cllsteres en los ratones xenotrasplantados con MDA -
MB-23186FP-lic y yCAFMCr™Y - aunque estas diferencias no fueron significativas. También se
pudieron observar fibroblastos circulantes, lo que demostr6 la capacidad de diseminacion de
estos VCAF™C™  aunque estos fibroblastos en su gran mayoria no formaban parte de clisteres
heterotipicos junto a MDA-MB-231°6FP-luc,

Es interesante que, mientras que en los ratones con xenotrasplantes homotipicos existe
relacién directa entre el numero de CTC detectadas y el nimero de clusteres de CTC, la
proporcion de clasteres frente a CTC individuales detectada en la sangre de ratones con
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xenotrasplantes heterotipicos es superior. Esto sugiere que la presencia de los VCAFTCMe™ en
el tumor primario puede estar ejerciendo un efecto regulador sobre la formacion de clusteres de
CTC. En este sentido, ensayos de agregacion in vitro mostraron que los fibroblastos
VCAFTChe™Y favorecian la formacion de agregados en las células MDA-MB-2316¢FP-lue Sjp
embargo, estos agregados eran tanto homotipicos como heterotipicos, lo que no concuerda con
los analisis de la sangre de los ratones. En ensayos de formacion de esferoides, sin embargo,
los resultados obtenidos sugieren que ambos tipos celulares pueden formar parte del mismo
esferoide, pero su disposicion en el mismo no potenciaria una invasion conjunta.

En contra a lo descrito en la literatura, nuestros resultados sugieren que los clusteres de CTC
formados a partir de tumores heterotipicos no parecen tener un mayor potencial metastasico.
Esto también contrastaria con los experimentos en pez cebra, donde la presencia de fibroblastos
VCAFMCMe™ en clisteres de CTC heterotipicos favorece la supervivencia y proliferacion de las
CTC. Sin embargo, cabe sefialar que el efecto positivo de los fibroblastos VCAF™™ en el
modelo de pez cebra fue dependiente de las interacciones fisicas entre ambos tipos celulares,
algo que no es observado en el modelo de ratdn, ya que casi no se detectaron clisteres de CTC
heterotipicos.

En conjunto, el modelo de clusteres de CTC desarrollado en la presente tesis doctoral y su
caracterizacion mediante ensayos funcionales y moleculares nos ha permitido entender la
complejidad de las interacciones celulares entre las células tumorales y los fibroblastos
asociados a cancer (CAF). Si bien el principal papel atribuido a los CAF como poblacién es el
de promover la progresion tumoral y facilitar la metastasis, los presentes resultados muestran
que estas células pueden ejercer varios efectos reguladores sobre la metastasis mediada por los
clasteres de CTC heterotipicos, tanto negativos como positivos. Dichos efectos parecen ser
dependientes de factores como el fenotipo tumoral, las interacciones establecidas con las células
tumorales (paracrina o fisica) e incluso la presencia de subpoblaciones celulares dentro de los
CAF con funciones diferentes. Por lo tanto, el modelo de clusteres de CTC desarrollado en este
proyecto de tesis es Util para ahondar sobre la biologia de estas agrupaciones celulares y para
el estudio de su papel en la metastasis tumoral.
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INTRODUCCION

1. CANCER DE MAMA

El cancer es la principal causa de muerte en los paises méas desarrollados, con mas de
18 millones de nuevos casos diagnosticados y alrededor de 10 millones de muertes
relacionadas con la enfermedad en 2020. En mujeres, el cancer de mama es el tipo de
tumor mas comun con 2 millones de nuevos casos diagnosticados a nivel mundial en 2018
y es la segunda causa de muerte por cancer en las mujeres?.

Clinicamente, el cancer de mama esta dividido en tres subtipos moleculares en base al
estudio de la expresion de biomarcadores por inmunohistoquimica: tumores que expresan
el receptor alpha de estrégenos (ER™) y que suelen expresar el receptor de progesterona
(PR™), denominados luminales; aquellos que sobreexpresan el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2*), y aquellos que no expresan ninguno de estos
marcadores, llamados cominmente basal o triple negativos®. Cada subtipo molecular
correlaciona con un comportamiento Unico incluyendo diferencias en supervivencia,
patrones de metéstasis y respuesta al tratamiento. Ademas de esta heterogeneidad inter-
tumoral, se ha observado que existe una heterogeneidad intra-tumoral en los tumores de
mama. Asi, en pacientes con cancer de mama ER™ no todas las células expresan el receptor
y, clinicamente, con que el 1% de las células expresen niveles detectables de la proteina
ER se considera que el tumor es ER*. Esto puede dar lugar a que algunos tumores con bajos
niveles de expresion del receptor se comporten como ER™ en respuesta a la terapia®.

2. METASTASIS

Alrededor del 5-10% de las pacientes de cancer de mama muestran metastasis en el
momento del diagnostico de la enfermedad y, ademas, un 30% desarrolla la enfermedad
metastasica durante el tratamiento®. La metastasis es un proceso mediante el cual el tumor
se extiende desde su lugar de origen hasta 6rganos distantes y, a dia de hoy, la enfermedad
metastasica se mantiene como una enfermedad incurable, produciendo mas del 90% de las
muertes asociadas a cancer®.
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Figura 1. Esquema representativo de los diferentes pasos del proceso metastasico.

Actualmente, se sabe que las principales responsables de la metéstasis son las células
tumorales circulantes (CTC), células detectadas en la sangre periférica de los pacientes con
cancer procedentes de lesiones tumorales y que son capaces de entrar en el torrente sanguineo’.
Durante la metéstasis, las células de los tumores epiteliales sufren cambios estructurales y
funcionales que les permitirdn metastatizar a tejidos y érganos lejanos. La transicion epitelio-
mesénquima (TEM), un proceso de reprogramacion genética de las células tumorales
epiteliales, es el principal mecanismo descrito mediante el cual las células tumorales se liberan
de sus uniones con células vecinas, modifican las adhesiones con la matriz extracelular (MEC)
y adquieren caracteristicas mesenquimales que les confieren un fenotipo invasivo. Sin embargo,
no es el inico mecanismo conocido y es sabido que la TEM no es absolutamente necesaria para
la salida de las células cancerigenas en el torrente sanguineo, al menos no el proceso completo,
describiéndose asi la plasticidad epitelio-mesénquima (PEM)8.

Una vez las células tumorales adquieren capacidad invasiva, hay dos principales limitantes
para el establecimiento de la metastasis: la intravasacion, atravesando la barrera endotelial de
los vasos sanguineos, y la supervivencia en circulacion como CTC. Una vez en la circulacion,
las células tumorales son sometidas a una serie de factores de estrés que limitan su
supervivencia, tales como las fuerzas hemodinamicas, la incidencia de anoikis debida a la
pérdida de las sefiales de adhesion célula-célula y célula-MEC, y el ataque de ceélulas
inmunes®2°,

Durante su transito a través del sistema circulatorio, las células tumorales estan sujetas a
estrés fluidico y fuerzas de cizalla, ademas de colisiones contra las células sanguineas y las
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células endoteliales que forman las propias paredes de los vasos sanguineos. Por otra parte,
la mayoria de células tumorales son mas grandes que los microcapilares por los que pueden
circular, por lo que rapidamente son atrapadas en ellos. Todos estos factores deterioran la
integridad de las CTC y afectan a su supervivencia y permanencia en circulacion, por lo
que solo aquellas que puedan superarlos podran continuar con el proceso metastasico®®.

Ademas, las células tumorales que entran en circulacién sufren la pérdida del anclaje
dependiente de integrina a la MEC, que es indispensable para la supervivencia de las
células epiteliales. Cuando las integrinas se unen a la MEC y forman adhesiones focales
(unién de la célula a la membrana basal), reclutan moléculas sefializadoras que inducen
rutas de supervivencia. La pérdida de este anclaje produce que la actividad de dichas rutas
de supervivencia sea reducida, promoviendo la anoikis, una forma de muerte celular
causada por apoptosis y otros mecanismos, como la deficiencia de ATP.

Finalmente, las células tumorales en circulacion estan expuestas a un gran numero de
células inmunes periféricas con funciones de inmunovigilancia. Por ejemplo, las células
asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés) tienen una actividad anti-tumoral esencial,
como se ha observado en modelos animales con falta de funcion de células NK2, Estas
células NK utilizan una serie de receptores activadores e inhibidores para detectar las CTC
y eliminarlas mediante la secrecion de enzimas, como la granzima B y la perforina.

Tras sobrevivir en circulacién, las CTC se enfrentan a otro paso limitante, la baja ratio
de extravasacion y la adaptacion y proliferacion en el nuevo tejido®®. Las células tumorales
no crecen y generan un tumor de forma aislada una vez alcanzan un nuevo tejido, sino que
reclutan a las células estromales residentes para crear un microambiente tumoral que
contribuird al establecimiento del tumor. Las celulas estromales implicadas engloban, en
términos generales, células inmunes infiltrantes, células angiogénicas vasculares y
fibroblastos asociados al cancer. Estas células favorecen el establecimiento y crecimiento
del tumor a través de una serie de factores, como sefiales de proliferacion y evasion de
supresores de crecimiento, proteccion contra apoptosis y sistema inmune, induccién de
angiogénesis y reprogramacion de metabolismo energético*.

Por tanto, a pesar de la gran cantidad de células tumorales que llegan a la sangre, la
metastasis es un proceso altamente ineficiente®. Solo aquellas células con la capacidad de
sobrevivir en el torrente sanguineo, extravasar y adaptarse al nuevo tejido y microambiente,
causaran una metastasis eficaz.

3. CELULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTC)

La presencia de las CTC en la sangre fue detectada por primera vez en el afio 1841 por
Langenbeck?!®. Mas tarde, en 1869, Thomas Ashword observo que la morfologia de algunas
células observadas en la sangre de un paciente de cancer metastasico era similar a la de
aquellas células presentes en diferentes lesiones tumorales de dicho paciente. Este concluyd
que, si estas células procedian de una estructura cancerigena original, tenian que entrar en
el sistema circulatorio para producir las diferentes lesiones tumorales observadas en el
paciente metastasico®’. Pese al temprano conocimiento que se tuvo de la existencia de las
CTC, ha habido serias dificultades para su deteccién debido a dos importantes factores, su
bajo nimero, el cual se estima en 1-10 CTC por mL de sangre®® y la falta de tecnologia
adecuada para su captura e identificacion.

Las CTC pueden ser detectadas en pacientes mediante biopsia liquida, una técnica
analitica que se realiza sobre fluidos bioldgicos, principalmente sangre, y que permite el
diagnostico y seguimiento del cancer. A partir de la muestra extraida, el aislamiento de
CTC se basa principalmente en tecnologias de enriquecimiento, las cuales se dividen en
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dos grupos. Por un lado, aquellos métodos basados en el aprovechamiento de las propiedades
bioldgicas de las CTC, principalmente mediante el reconocimiento de marcadores de superficie
epiteliales. Por otro lado, los métodos que utilizan las propiedades fisicas de las CTC, como la
densidad y el tamafio, para separarlas del resto de células del torrente sanguineo®®. Un ejemplo
del primer grupo seria el sistema CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems, Bologna, Italia),
basado en la captura inmunomagnética de células que expresan la molécula de adhesion celular
(EpCAM) y que estd aprobado para su uso diagnéstico en cancer de mama, prostata y
colorrectal metastasicos por la Food and Drug Administration (FDA). Mediante este sistema,
se ha establecido un valor prondstico en el nimero de CTC detectadas en sangre de pacientes
metastasicos de cancer de mama, estando la deteccion de 5 0 mas CTC en 7,5 mL de sangre
asociada a una menor supervivencia global de los pacientes y una menor supervivencia libre de
progresion?°.

Sin embargo, la plasticidad en la expresion de fenotipos mesenquimales y epiteliales
observados en CTC puede comprometer la eficiencia de los métodos basados en el
reconocimiento de marcadores de superficie epiteliales. Un anélisis fenotipico de CTC de
pacientes de cancer de mama ER+/ HER2- sefiala la coexistencia de poblaciones de CTC
HER2+ y HER2- que muestran una comunicacion dinamica?l. Aunque en este estudio se vio
que el potencial tumorigénico era similar en ambas poblaciones, las CTC HER2+ resultaron ser
mas proliferativas mientras que las CTC HER2- demostraron ser mas resistentes al estrés
oxidativo y la quimioterapia. Posteriormente, estos datos fueron corroborados en un estudio con
290 pacientes de cancer de mama metastasico que reafirmd la heterogeneidad intra-tumoral en
la expresion de HER2%2. Ademas, recientemente se ha empezado a estudiar la heterogeneidad
de las CTC mediante analisis de metilacion de DNA, los cuales muestran que las CTC son
heterogéneas a nivel epigenético?®. Estos resultados confirman la necesidad de separar las
subpoblaciones de CTC al nivel de célula individual para conocer en mayor profundidad los
mecanismos que permiten la metastasis.

Actualmente, numerosos estudios han demostrado el valor de la deteccion de CTC en la
sangre de pacientes de cancer de mama, prostata, colorrectal o pancreatico?®, sefialando la
importancia del estudio de las CTC. Estas CTC no solo reflejan el potencial metastasico del
tumor, sino que pueden ofrecer un valor prondstico de la enfermedad a través de una prueba
diagnostica minimamente invasiva como es la biopsia liquida.

4. CLUSTERESDE CTC

Las CTC se pueden encontrar en la sangre de pacientes como células individuales o0 como
pequefios grupos de células llamados clisteres de CTC. Por definicion, un cluster de CTC es
un grupo de dos 0 mas células tumorales detectadas en la sangre de pacientes, aunque el tamafio
de dichos grupos puede variar entre dos y mas de cien células?.

4.1. Origen de los clusteres de CTC

El origen de los clisteres de CTC ha sido objeto de debate en los ultimos afios, y los
estudios parecen indicar que su formacion se debe tanto a una migracion colectiva de células
procedentes del tumor primario como a una agregacion intravascular de células individuales.
En cancer de mama, dos estudios han demostrado, mediante modelos murinos, que la formacion
de los clusteres de CTC se debe a una migracion colectiva de células del tumor primario?®2’.
En estos ensayos, se inyectaron células tumorales de mama marcadas fluorescentemente con
distinto color en el tejido graso mamario de flancos opuestos del ratén y observaron que los
clisteres de CTC encontrados en la sangre estaban formados por células de un solo color,

39



PABLO HURTADO BLANCO

descartando la hipotesis de una agregacion intravascular. Del mismo modo, un estudio en
cancer pancreatico apoya estos resultados?®.

Sin embargo, un trabajo reciente con modelos murinos de xenotrasplantes derivados
de pacientes (PDX, del inglés Patient Derived Xenograft) de cancer de mama metastasico
demostrd la existencia de clusteres de CTC en circulacion procedentes de una agregacion
de células individuales. Usando microscopia de imagen multifotdnica, Liu et al. observaron
que las células que expresan el marcador “stem” CD44 son capaces de agruparse en
clusteres en la circulacion periférica o en la vasculatura del pulmon?®. Esta evidencia esta
apoyada por un estudio anterior en el que se pudo observar la formacion de agregados
multicelulares en aquellos lugares de la pared endotelial donde las CTC quedaban atrapadas
antes de la formacion de la metastasis®.

Por dltimo, se ha propuesto un tercer modelo, presion o confinamiento celular (del
inglés cell jamming), el cual define como la creciente masa tumoral o un incremento en la
densidad de la MEC provoca una mayor formacién de agrupaciones celulares. Mediante
ensayos in vitro, se ha podido observar que las células tumorales mesenquimales priorizan
una migracion colectiva cuando la densidad de la MEC es alta, mientras que la invasion
individual se observaba cuando la densidad de la MEC es baja*!.

4.2. Valor prondstico de los clusteres de CTC

De acuerdo a modelos animales de cancer, la proporcién de clusteres de CTC en sangre
aumenta con la progresion de la enfermedad®2. No obstante, la aparicion de clusteres en la
sangre es bastante infrecuente, estimandose que solo el 2-5% de CTC son cldsteres?.
Debido a este bajo porcentaje y a la ya poca frecuencia de CTC en sangre, unido a la falta
de una tecnologia capaz de aislar los clisteres celulares sin romperlos®, no ha sido hasta
la Gltima década que se ha empezado a estudiar la contribucion de los clUsteres al proceso
metastasico y la implicacion clinica de estas poco frecuentes agrupaciones celulares.
Ademas, hasta ahora la importancia de los clusteres de CTC se ha visto eclipsada por la
vision clasica predominante de la metéstasis descrita por el modelo de evolucion clonal de
Peter Nowell®*, en el cual se describe la metastasis como un proceso causado
exclusivamente por la proliferacion de CTC individuales diseminadas a drganos distantes.

A pesar de que el valor prondstico de la enumeracién de CTC mediante el sistema
CellSearch® ha sido demostrado en cancer de mama metastasico?®, hubo que esperar una
década mas para exponer el valor prondstico de los clusteres de CTC. La mayoria de
estudios sobre el valor prondéstico de los clusteres de CTC se han realizado en cancer de
mama, aungue hay otros que relacionan su deteccion con un peor pronostico en otros tipos
de cancer, como el cancer de pulmoén de células pequefias, adenocarcinoma ductal
pancreatico, carcinoma hepatocelular y melanoma®>-28,

Mediante un estudio prospectivo de fase I, se evaluaron muestras de 32 pacientes de
cancer de mama metastasico antes del inicio de tratamiento y después del inicio de terapia,
demostrando que la presencia de clisteres de CTC detectados por CellSearch® tras el
tratamiento se asociaba a una menor supervivencia del paciente. En afios recientes, otros
estudios han reafirmado el valor pronostico de los clusteres de CTC utilizando el sistema
CellSearch®. Un estudio prospectivo de 115 pacientes de cancer de mama avanzado
(estadio Il y V), de todos los subtipos, mostr6 que la evaluacion de los clusteres de CTC
permitia la estratificacion en diferentes grupos de supervivencia de los pacientes con
elevada cantidad de CTC antes del inicio de tratamiento. Ademas, el valor pronostico de
los clusteres de CTC resultd ser mas pronunciado en pacientes con cancer de mama
inflamatorio®. De igual modo, un estudio en una cohorte de 156 pacientes de cancer de
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mama metastasico mostro que la evaluacion de los clUsteres de CTC mejoraba el seguimiento
de los pacientes, sin mostrar asociacion con el subtipo tumoral o el nimero de CTC*. Un
trabajo posterior en una cohorte de 52 pacientes de cancer de mama metastasico con tratamiento
de primera linea, de nuevo con representacion de todos los subtipos, demostro que la presencia
de clusteres de CTC en la sangre periférica se asociaba a una menor supervivencia global y
libre de progresion. Este efecto era, de nuevo, independiente del nimero de CTC o del subtipo
tumoral®2. No obstante, el valor prondstico de los clisteres de CTC a inicio de tratamiento adn
no esta claro, pues se han encontrado evidencias de su asociacion a un mejor 0 peor
prondstico3%-44,

Al margen del uso del sistema CellSearch®, otro estudio establecié una relacion entre la
presencia de clusteres de CTC en pacientes con cancer de mama metastasico y su prondstico
mediante otro sistema de separacion: el "BCTC-Chip. Esto demostro el valor prondstico de los
clusteres de CTC en cancer de mama independientemente de la tecnologia utilizada para su
aislamiento?®.

Por otro lado, se ha podido establecer una relacion entre el tamafio de los clusteres de CTC
y el prondstico de los pacientes**#°. Wang et al. demostraron, a partir de datos recogidos de 128
pacientes de cancer de mama metastasicos a inicio de tratamiento y antes de empezar una nueva
terapia, que aquellos pacientes con clusteres formados por tres células mostraban una caida
pronunciada de la supervivencia global respecto a los pacientes con cllsteres de dos células.
Resultados similares fueron encontrados por Costa et al. en una cohorte de 54 pacientes de
cancer de mama metastasicos, mostrando que el tamafio de los clisteres correlacionaba con la
supervivencia global**. Ademas del tamafio de los clisteres como factor prondstico, la
evaluacion de la expresion del marcador “stem” CD44 en los clusteres de CTC mostré que
aquellos pacientes con clusteres de CTC CD44 tenian una mayor supervivencia que los
pacientes con clisteres de CTC CD44" 2, Otros estudios indican que los clisteres de CTC son
encontrados con mayor frecuencia en pacientes triple negativo o HER2* 4239,

En definitiva, estos estudios demuestran que los clusteres de CTC son marcadores de
pronostico independientes, ya que su presencia afiade un valor significativo a la enumeracion
de las CTC en los pacientes.

4.3. Potencial metastasico de los clasteres de CTC

Numerosas evidencias indican que los cllsteres de CTC poseen un mayor potencial
metastasico que las CTC individuales. En 1954, Watanabe demostrd que la inyeccion de grupos
de células viables de carcinoma inyectadas por via intravenosa en ratones era capaz de formar
metastasis pulmonares de forma mucho mas eficiente que suspensiones de células
individuales*®. Ademas, demostré que el nimero de células totales inyectadas no era
aparentemente importante y sugirio que los grupos de células podrian tener una ventaja para la
supervivencia si se comparaban con las celulas individuales. Estudios recientes, principalmente
desarrollados en cancer de mama, han demostrado una mayor predisposicion de los clusteres
de CTC a formar metastasis que las CTC individuales. Usando un modelo de xenotrasplante en
raton con la linea MDA-MB-231-LM2, Aceto et al. estimaron que los clisteres de CTC tienen
un potencial metastasico 23-50 veces mayor que las CTC individuales?. Asimismo, los
estudios de Cheung et al. demostraron que el potencial metastasico de los clusteres es 100 veces
mayor que el de las CTC individuales?’, mientras que Liu et al. desarrollaron un modelo de
raton de cancer de mama a partir del xenotrasplante de células procedentes de un paciente triple
negativo con el que demostraron que los clusteres tienen una mayor eficiencia en la formacion
de metéastasis que las CTC individuales?.
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Pese a las evidencias mostradas respecto a la mayor capacidad para formar metastasis
de los clusteres de CTC respecto a las CTC individuales, todavia no esta claro si las células
tumorales dentro del cluster poseen diferentes potenciales metastasicos. Por un lado, se ha
demostrado que la inyeccion de agregados formados por células de melanoma de distinta
capacidad metastasica no cambia la incapacidad de las células no metastasicas de proliferar
en organos distales*’. Por otro lado, estudios posteriores en melanoma muestran que las
células tumorales con bajo potencial metastasico pueden adquirir una mayor capacidad
metastasica cuando se agrupan con células con un mayor potencial metastasico®.

Actualmente, se ha demostrado la existencia de poblaciones heterogéneas de CTC
dentro del cluster, con distinta contribucion al proceso metastasico en cancer de prostata,
pulmoén y mama**°L. De hecho, se han encontrado marcadores mesenquimales, como
fibronectina o N-cadherina, en las células constituyentes de clusteres aislados de pacientes
de cancer de mama, asi como marcadores epiteliales, como EpCAM o citoqueratinas®2.
Esta coexistencia dentro del cluster de células con diferente perfil genético parece ser la
responsable de un fenotipo hibrido epitelial/mesenquimal que permite a estos grupos
celulares la diseminacién por el torrente sanguineo mientras mantienen la expresion de
moléculas de adhesion célula—célula?®?’.

La existencia de uniones célula-célula en los clusteres parece ayudarles a escapar de
la anoikis, una de las principales causas de muerte de las CTC en sangre®. De hecho, la
interaccion entre las proteinas circulantes galectina-3 y mucina-1 asociada a cancer
(MUC1), asi como con rutas de sefializacion mediadas por CD44, favorecen la agregacion
de células tumorales y la formacion de clusteres, evitando la muerte de las CTC por anoikis
en cancer de mama y colon®®4, Por otro lado, la proteccion de los clisteres contra la
apoptosis fue demostrada en pacientes de cancer de pulmoén de células pequefias®.
Mientras que un 57% de los pacientes mostraron CTC individuales apoptéticas, ninguno
de los pacientes en los que se detect6 clusteres de CTC tenian células apoptéticas dentro
de dichos clusteres. Del mismo modo, en un estudio de pacientes de cancer de mama triple
negativo se vio que solo el 0,4% de las células que formaban clusteres de CTC eran
apoptdticas, mientras que el 20% de las células individuales mostraban apoptdsis®.
Asimismo, se ha demostrado como la agregacion celular protege a las células en el cluster
de los radicales libres de oxigeno (ROS) que se producen en respuesta a la separacién de
las células de la MEC, induciendo una mitofagia de los ROS a través de la activacion del
factor 1-a inducible por hipoxia (Hiflo)*.

El anéalisis de la expresion génica de las CTC y los cllsteres de CTC también ha
mostrado diferencias entre ellos. Asi, en los clUsteres de CTC se ha observado una
disminucion de la expresion de genes asociados a apoptosis, respuesta inmune,
presentacidn de antigeno a través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase
2 y activacion de células T2/, asi como el aumento de expresion de genes asociados a
proliferacion y stemness®®. Ademas, se detectd una mayor expresion proteica de CD44 en
los clusteres comparados con las CTC individuales, el cual es un marcador “stem” en
cancer de mama implicado en el agrupamiento de CTC y el establecimiento de metéstasis?®.
Hay que destacar que los sitios de union para factores de transcripcion relacionados con
stemness implicados en la regulacion de proliferacion y pluripotencia, como OCT4 y
SOX2, estan hipometilados en los clisteres de CTC®'.

Analisis transcriptomicos han demostrado cémo los clusteres de CTC mantienen
caracteristicas epiteliales que pueden tener un papel importante en la formacion y el
mantenimiento del clister en la circulacién. La plakoglobina, proteina implicada en las
uniones de desmosoma y hemidesmosoma, se encuentra sobreexpresada en los clusteres de
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CTC, segun los datos obtenidos de la secuenciacion masiva de acido ribonucleico (ARN) de las
CTC vy clusteres de pacientes de cancer de mama®l. Del mismo modo, se ha observado una
mayor expresion de keratina 14, proteina también implicada en uniones celulares, en los
clisteres de CTC mediante técnicas de inmunofluorescencia en modelos murinos®. La
claudina-11, marcador de TEM, también contribuye a la formacion de clUsteres de CTC y su
expresion estd asociada con peor supervivencia en pacientes de carcinoma escamoso de cabeza
y cuello®. Por otro lado, Padmanaban et al. demostraron que proteinas como la E-cadherina
tienen un papel mas alld de mantener las uniones celulares de los clisteres, mejorando la
supervivencia y la capacidad metastasica de los clusteres de CTC. Finalmente, los clisteres
de CTC pueden dar lugar a la formacion de metastasis policlonales?2, sugiriendo la existencia
de un mecanismo de cooperacion entre clones de células tumorales dentro del clister que
pueden tener importantes implicaciones en la evolucion de la metastasis®®®.,

5. CONTRIBUCION DEL MICROAMBIENTE TUMORAL A LA METASTASIS

Las CTC que sobreviven en el torrente sanguineo y consiguen extravasar hacia un nuevo
tejido no empiezan a formar un tumor de forma aislada, sino que atraen a células del estroma
para formar un microambiente que favorezca el crecimiento tumoral. Estas interacciones con
las células del estroma, determinantes en la formacion de las metastasis, son también clave tanto
en el tumor primario como en la propia circulacion, favoreciendo la progresion de la
enfermedad®*. Podemos dividir las células del estroma que suelen ser reclutadas por las células
tumorales en tres grupos principales: células inmunes infiltrantes, células angiogénicas
vasculares (pericitos y células endoteliales) y fibroblastos asociados a cancer (sobre los cuales
se profundizara en el apartado 6)*.

Las células inmunes infiltrantes engloban una amplia variedad de subtipos tales como
células B, células T reguladoras, células T CD8", células NK, macrofagos, monocitos
inflamatorios, neutréfilos, mastocitos y plaquetas. Cada subtipo celular influye de distinta
manera sobre las células tumorales, afectando a propiedades como la proliferacion, la evasion
de la muerte celular o la alteracion del metabolismo energético’®. Un ejemplo son los
macrofagos asociados a tumor (MAT), los cuales pueden bloquear la proliferacion e infiltracion
de las células T CD8" mediante la secrecion de factores con potencial inmunosupresivo e
incluso reclutar células T reguladoras via quimiogquina CCL22 que potencien la supresion de la
respuesta inmune contra las células tumorales®2%3, Ademas, proporcionan al microambiente
tumoral una amplia variedad de proteasas que promueven la invasion del tejido mediante la
remodelacion de los componentes del microambiente®,

Las células endoteliales y los pericitos son claves en la progresion tumoral, ya que
participan directamente en el proceso de angiogénesis por el cual se generan nuevos vasos
sanguineos en el tumor. El establecimiento de un sistema vascular en el tumor es absolutamente
necesario para evitar la muerte celular debido a la falta de nutrientes y a la hipoxia del tumor,
por lo que una angiogénesis deficiente o la destruccion de la vasculatura tumoral pueden causar
una muerte masiva de las células tumorales debido a la falta de nutrientes e hipoxia®®®. Por
otro lado, los tumores expresan altos niveles del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF, por sus siglas en ingles), el cual, mediante sefializacion via su receptor VEGFR2,
debilita las uniones que conectan las células endoteliales de los vasos sanguineos, haciendo a
la vasculatura permeable para infiltraciones de sangre y, por tanto, eliminando barreras para la
intravasacion de las células tumorales®’. Sin embargo, en modelos experimentales animales de
cancer de mama se ha observado que el silenciamiento de VEGF reduce el crecimiento del
tumor primario, pero aumenta la hipoxia intratumoral, lo que lleva a una mayor produccion de
clusteres de CTC y formacion de metastasis®.
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5.1. Interaccion microambiente-CTC

Algunas células componentes del microambiente se han detectado también como parte
de clusteres de CTC en la sangre de pacientes y modelos murinos, formando los
denominados clisteres heterotipicos®® L. Se ha sugerido que la presencia de células
inmunes o fibroblastos asociados a cancer (CAF, del inglés Cancer-Associated Fibroblasts)
junto a las CTC puede beneficiar la supervivencia y el crecimiento metastasico de estos
clusteres heterotipicos’?.

Clusteres ‘
heterotipicos
° Eritrocito ® CTC
Leucocito P
# Fibroblasto
Plaqueta Ve

Figura 2. Algunos tipos de clusteres heterotipicos encontrados en la sangre.

Existen varios mecanismos descritos que pueden proteger a las células tumorales
contra la muerte celular inducida por estrés mecénico en la circulacion. Uno de los méas
comunes es la formacion de microagregados con plaquetas, dando como resultado un
escudo fisico para las CTC". De hecho, la inhibicion de los mecanismos de interaccion de
CTC con plaquetas resultd en una reduccién de la metéstasis pulmonar en modelos
murinos’®. Asimismo, el recubrimiento de las CTC con plaquetas se ha mostrado como un
medio de proteccidn contra las células NK, aumentando también la metéstasis en modelos
murinos’®. Ademas, se ha visto que estas plaquetas no solo protegen fisicamente a las CTC
de las células NK, sino que suprimen su actividad mediante la liberacion de TGF-B °, el
cual también se ha descrito como un mecanismo inductor de TEM'. Las plaquetas también
pueden transferir moléculas normales MHC de clase | a la superficie de las células
tumorales, permitiéndoles escapar a la inmunidad mediada por células T"7.

La agregacion de plaquetas y células mieloides alrededor de las CTC no solo modifica
la supervivencia intravascular de dichas CTC, sino que aumenta la extravasacion tumoral
en modelos murinos de cancer de mamay melanoma’®. Asimismo, las plaquetas aumentan
la extravasacion tumoral mediante la induccion de un fenotipo invasivo en las celulas
tumorales, el cual parece implicar la liberacion de TGF- por parte de las plaquetas’®. Otro
estudio realizado en pacientes de melanoma y cancer de mama mostré que las células
supresoras mieloides (MDSCs), que estan relacionadas con neutrofilos y monocitos,
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promueven la diseminacion y potencial metastésico de las CTC a traves de la activacion de la
via Notch/Nodal en respuesta a ROS, estableciendo una interaccion paracrina entre ambos tipos
celulares’™.

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en la sangre y parecen estar implicados
en la diseminacién de los clusteres homotipicos y heterotipicos, ya que su eliminacién mediante
el uso de anticuerpos neutralizantes en modelos animales de cancer de mama mostré una
reduccion en la infiltracion de neutrofilos en el tumor primario y un retraso en la aparicion de
clasteres de CTC y clusteres de CTC — neutrofilos en la sangre, unido a un retardo en el proceso
metastasico®. En ese mismo estudio, se vio que aquellos pacientes de cancer de mama en los
que se detecta un unico cluster heterogéneo con neutrofilos muestran una peor supervivencia
libre de progresion que pacientes con mas de 5 CTC en 7,5 mL de sangre periférica®®.
Asimismo, la interaccion directa de los neutrdfilos con CTC de cancer de mama modifica el
perfil transcripcional de las células tumorales, provocando la progresién del ciclo celular en
circulacion y acelerando la formacion de metastasis en 6rganos distales®.

Ademas, los neutrofilos promueven el atrapamiento de las CTC en los sitios de
metastasis®. Tras su activacion por las células tumorales, los neutrofilos liberan su contenido
y forman trampas extracelulares, compuestas por la expulsion de su acido desoxirribonucleico
(ADN) asociado a enzimas proteoliticas®’. Se ha descrito que estas trampas pueden aumentar
la metéstasis mediante el secuestro de las CTC a través de la integrina p-182, lo cual facilita la
adhesion al endotelio antes o durante la extravasacion®®, y que las metaloproteasas secretadas
por los neutrdfilos presentes en estas trampas pueden degradar la MEC®. Por otro lado, se ha
observado que los neutr6filos son capaces de inhibir las células T CD8" y células NK en
modelos murinos de cancer de mama metastasico &, asi como ayudar a las CTC a extravasar
en capilares estrechos estableciendo interacciones mediadas por la proteina de adhesion de
células vasculares VCAM1 entre las células®.

Se han realizado varios estudios referentes a la funcion de los monocitos y macrofagos en
la metéstasis de células de cancer de mama. Una vez reclutados en el sito metastasico, los
monocitos se diferencian en macrofagos asociados a metéstasis (MAM) que median la
extravasacion de las células tumorales a través de la liberaciébn VEGF para incrementar la
permeabilidad vascular®”#, En otro estudio con células tumorales de mama, se ha descrito que,
tras el arresto de las CTC en el pulmon, estas inducen la expresion de receptores de adhesion
endotelial que reclutan macréfagos, los cuales parecen tener la habilidad de expresar integrina
40, que los une a las células tumorales y les transmite sefiales de supervivencia via VCAM-1%,

6. FIBROBLASTOS ASOCIADOS A CANCER (CAF)

Los CAF son el componente celular mas numeroso del microambiente tumoral y cuya
presencia se ha correlacionado con un peor pronostico en tumores sélidos®. Estas células son
diferentes de los fibroblastos normales, pues permanecen en un estado activado permanente,
una caracteristica que parece estar provocada por cambios epigenéticos inducidos por factores
estromales®2,

6.1. Origen de los CAF

Los CAF son un grupo heterogéneo de células, cuyo origen puede ser muy diverso. La
mayoria de los CAF proceden de fibroblastos sanos de tejido conectivo que pueden ser
activados debido a su proximidad al tumor o de progenitores mesenquimales que pueden ser
reclutados e inducidos a diferenciacion en miofibroblastos®®. Otros origenes descritos son la
transdiferenciacion en CAF de células epiteliales o endoteliales y, en menor proporcion,
adipocitos, pericitos y células de musculo liso %%, Todos estos posibles precursores
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contribuyen a la gran heterogeneidad observada en las diferentes sub-poblaciones de CAF,
tanto a nivel funcional como de expresion génica. Ademas, estudios recientes apoyan la
existencia de sub-poblaciones de CAF reversibles, cuya plasticidad les permite cambiar de
un estado funcional a otro en respuesta a factores genéticos y no genéticos®’.

La heterogeneidad de los CAF se ve plasmada por la variedad de marcadores
bioldgicos caracteristicos, los cuales estan asociados a la funcién de los propios CAF. Los
méas comunmente utilizados son la actina alpha de musculo liso (a-SMA), la proteina de
activacion de fibroblasto (FAP), la proteina especifica de fibroblasto 1 (FSP1, también
Ilamada S100A4) y los receptores de factor de crecimiento derivado de plaguetas
(PDGFRo y PDGFR)%. Sin embargo, la expresion de estos marcadores no esta restringida
a los CAF. Por ejemplo, en estudios en cancer de mama, se muestra que tanto los
fibroblastos como los pericitos estromales expresan las proteinas FAP y a-SMA, teniendo
ambas poblaciones funciones muy diferentes®. Por otro lado, en base al anélisis combinado
de cinco marcadores, se ha identificado la existencia de cuatro sub-poblaciones de CAF
diferentes en los nodos linfaticos en pacientes de cancer de mama metastasico, cuyas sub-
poblaciones mas abundantes correlacionan con invasion celular y promueven la
metastasis®,

6.2. Contribucién de los CAF al establecimiento y progresion tumoral.

Los CAF poseen importantes funciones en la reestructuracion de la MEC mediante el
depdsito de componentes de la matriz, como colageno, acido hialurénico, fibronectinas y
lamininas, y la sintesis de elevados niveles de proteasas degradadoras de matriz®®. En
tumores primarios de pulmon, se observo que las proteinas derivadas de CAF, como
PLOD2y LOXLZ2, alteran el estado del colageno y afectan a la rigidez de la MEC, lo cual
es un factor primordial para la proliferacion, supervivencia e invasion de las células
cancerigenas'®. Por otro lado, el aumento de la expresion de N-cadherina debido al
aumento de la rigidez de la MEC facilita la union de las células tumorales al endotelio y la
intravasacion en el sistema circulatorio'®. Ademas, CAF de diferentes microambientes
pueden contribuir a la angiogénesis a través de distintas proteinas proangiogénicas, como
VEGF, GFG2, IL-8 y PDGF-C. Estos factores proangiogénicos quedan atrapados en la
MEC mediante proteinas generadas por fibroblastos sanos. Al activarse, estos fibroblastos
producen enzimas degradadoras de la MEC que liberan esos factores proangiogénicos,
haciéndolos accesibles a las células endoteliales®®1%4,

Respecto a la supervivencia tumoral, un gran nimero de estudios implican a los CAF
en la limitacién de la apoptosis, mediante la secrecién de factores de supervivencia como
IGF-1 e IGF-2 o la sintesis de proteasas remodeladoras de la MEC que provocan que esta
produzca sefiales de supervivencial®!%, Asimismo, los CAF pueden producir
quimioquinas que reclutan células inmunes infiltrantes y ellos mismos pueden inhibir las
células NK y T mediante la produccion de TGF-p%, asi como producir moléculas
quimioatrayentes para macréfagos y neutrofilos proangiogénicost®.

La eliminacion de los CAF en ratones modelo de adenocarcinoma de pancreas mejora
el efecto de los farmacos citotoxicos, revelando que el estroma formado por los CAF
representa una barrera eficaz contra la quimioterapia’®’ y, de igual modo, la inhibicion de
TGF-B o su receptor tipo I, asi como de los receptores de PDGF, reducen la presion
intersticial de ciertos tumores, resultando en una mejor hemodindmica tumoral y
favoreciendo la biodistribucion de los farmacos®®.

Por Gltimo, se ha descrito una relacion simbidtica en cuanto al metabolismo energético
entre los CAF y las células tumorales, en la que los CAF de diferentes microambientes
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pueden intercambiar recursos energéticos con las células tumorales para optimizar el
crecimiento del tumor, incluyendo el uso alternativo de glucosa y lactato. En algunos casos,
los CAF activan una glicolisis aerdbica, utilizando la glucosa y secretando lactato que es
utilizado por las células tumorales para su proliferacioni®. En otros casos, la simbiosis es al
contrario y las células tumorales activan la glicolisis aérobica, utilizando la glucosa y
exportando lactato que sera utilizado por los CAF para mantener sus funciones!®.

De igual modo que neutréfilos, monocitos y plaquetas, los CAF pueden viajar unidos a las
CTC y diseminar hacia sitios secundarios’. En modelos murinos de metastasis pulmonar, se ha
descrito que la presencia de CAF en clusteres heterotipicos permite una mayor supervivencia
de las células tumorales e incluso proporciona una ventaja tras su llegada a sitios secundarios.
De hecho, se observo como la eliminacion de los CAF de los clusteres resultaba en una
reduccion de su capacidad de formar metéstasis pulmonares®'t. Los clisteres heterotipicos de
CTC procedentes de la sangre de estos ratones mostraron una menor incidencia en células
apoptoticas y un aumento significativo de células viables comparado con CTC individuales o
clusteres homotipicos formados por dos o tres células cancerigenas. De igual modo, la
eliminacién del gen S100A4 en ratones evitd la migracion de los fibroblastos y provoco que los
tumores desarrollados en este modelo nunca metastatizaran'?. Sin embargo, al suministrar
fibroblastos que expresaban esta proteina, estos tumores volvian a adquirir capacidades
metastasicas.

Los CAF parece que pueden ayudar a las células tumorales a sobrevivir en circulacion
confiriéndoles resistencia a las fuerzas de cizalla'*®, la principal causa de muerte celular en la
circulacion. Los CAF pueden aumentar el potencial metastasico de las células tumorales
mediante la induccion de TEM, a través de la secrecion paracrina TGF-p, el cual promueve la
invasion de las células tumoralest!**°, La TEM inducida por CAF también se pudo observar
en disefios experimentales usando medios condicionados o co-cultivost!®!’. Ademas, el TGF-
B, junto a algunas quimioquinas y citoquinas como IL-6 y CXCL9, promueve la progresion
tumoral mediante la supresion de la respuesta inmune dando lugar al mal funcionamiento de las
células T y a la evasion inmune por parte de las células tumorales!!811°,

Ademas de los mecanismos descritos, los CAF pueden liberar exosomas: vesiculas
extracelulares que sirven de medios de transporte para proteinas y acidos nucleicos hacia las
células tumorales y del estroma, los cuales pueden promover la migracion de las células
tumorales y su agresividad'?%2!, Por esto, los exosomas derivados de fibroblastos se consideran
mediadores positivos de la progresion tumoral y la reestructuracion del estroma, asi como
mediadores de quimiorresistencia'?>1?3, Asimismo, existe una comunicacion cruzada entre
fibroblastos y células tumorales, de modo que los exosomas derivados de las células cancerosas
pueden provocar la transformacion de los propios fibroblastos!?*. Esto esta demostrado en
exosomas secretados por células altamente metastasicas de carcinoma hepatocelular, las cuales
son capaces de inducir la activacién de los CAF en los pulmones, facilitando la metastasis
pulmonar®?. Un estudio de Kaplan et al. demostro que las células progenitoras hematopoyéticas
derivadas de la médula d6sea con expresion de VEGFR1 son atraidas por depdsitos de
fibronectina secretados por fibroblastos residentes del tejido dias antes de la implantacion del
tumor, estableciendo un nicho premetastasico antes de la llegada de las células tumorales?.

Por dltimo, los CAF parecen contribuir al establecimiento del nicho premetastasico de
forma directa, mediante su movilizacion desde el tumor primario hasta el sitio metastasico, ya
gue estos CAF se han encontrado en el frente de invasion de algunos tumores y en circulacion
en conjunto con CTC!!, El andlisis de la sangre de modelos murinos y pacientes de metéstasis
pulmonar ha revelado la presencia de CAF en la circulacion, tanto de forma individual como
formando clusteres con CTCH1127128 Es mas, células progenitoras de fibroblastos han sido
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detectadas en la sangre periférica de pacientes de cancer de pulmén, concretamente en
venas pulmonares desde donde pueden verse reclutados hasta el estroma tumoral*?®. Los
CAF han sido también detectados en el fluido de ascitis de pacientes con cancer de ovario®*°
y células similares a fibroblastos han sido observadas en la sangre de pacientes
metastasicos de cancer de prostata’®!. Todos estos datos indican que la existencia de
fibroblastos circulantes que contribuyen a la acumulacion de CAF en las localizaciones
metastasicas podria favorecer las capacidades metastasicas de las CTC e incluso promover
la formacion de clasteres de CTC.

6.3. Papel de los CAF en la formacion de clusteres de CTC

Alternativamente a la migracion de tipo mesenquimal de células individuales mediadas
por la TEM, las células tumorales también pueden migrar colectivamente como grupo
mientras mantienen una adhesion célula-célula estable!®2, Se cree que, dentro de estos
grupos, las células tumorales que exhiben caracteristicas mesenquimales actuarian como
lideres, acompariados de células seguidoras que mantienen su fenotipo epitelial*®3, En este
sentido, los clusteres de CTC encontrados en pacientes de cancer de mama muestran tanto
fenotipos mesenquimales como epiteliales®?.

El estudio de Gaggioli et al. muestra que los CAF dirigen la invasion de células de
carcinomas escamosos generando huecos en la MEC a traves de los cuales se pueden mover
como cadenas colectivas. Sin embargo, este efecto no se observa cuando estas células son
incubadas con medio condicionado de CAF!3, sugiriendo que debe haber una interaccion
fisica entre CAF y células tumorales. De forma similar, en un co-cultivo 3D con células de
carcinoma gastrico, los CAF inducen la formacion de agregados celulares invasivos y se
situan en el centro del frente de invasion, pero solo cuando ambos tipos celulares estan en
asociacion directal®®. Ademas, se ha observado que los CAF pueden ejercer fuerza sobre
las células tumorales mediante la adhesion de N-cadherina y E-cadherina de las membranas
de CAF y ceélulas tumorales, respectivamente, proporcionando un mecanismo de invasion
cooperatival?”1%¢_ Finalmente, un modelo de metastasis en embriones de pez cebra muestra
que los CAF diseminados se mantienen en estrecha asociacion con las células tumorales
en la localizacion metastasica y estos CAF promueven la capacidad metastasica de las
células de diferentes tipos tumorales'®’. Colectivamente, estos estudios apoyan que una
interaccion fisica directa entre los CAF y las células tumorales puede mediar la formacion
de cllsteres heterotipicos.

No obstante, los CAF parece que pueden guiar también la migracion de los clusteres
de CTC sin la necesidad de una interaccion fisica directa. Estos fibroblastos pueden estar
implicados en la formacion de cllsteres de células tumorales mediante la invasion de
grupos de células tumorales a través de la induccion de la plasticidad epitelio-mesénquima.

Un estudio reciente en cancer de mama muestra que los factores SDF-1 y TGF-f
liberados por los CAF producen la formacién de una poblacion hibrida epitelio-
mesénquima y una poblacion altamente epitelial dentro de los clUsteres de células
tumorales'®. Las células hibridas son inducidas por la expresion de ZEB1 y lideran una
migracion colectiva, mientras que las células epiteliales actian como seguidoras y
mantienen las adhesiones celulares que permiten la formacion del clister, mostrando una
mayor capacidad metastasica en modelos murinos. Hay que destacar que ademas de la
presencia de clusteres de CTC hibridos en la sangre de ratones, esta poblacion hibrida
también existe en carcinomas primarios de pacientes de cancer de mama. Sin embargo, en
este estudio particular, no encontraron CAF en la metéstasis pulmonar®®, Esta observacion
parece indicar que no hay necesidad de una interaccion fisica entre los CAF y las células
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tumorales, y que los factores secretados por los CAF inducen la plasticidad de forma paracrina
en las células tumorales, favoreciendo la formacion de clusteres homotipicos en vez de clisteres
heterotipicos.

Respecto a otros tipos de cancer, en un modelo murino de cancer de prostata, la coinyeccion
de CAF con células tumorales dio como resultado la induccion de EMT a traveés de la secrecion
de metaloproteasas y un aumento en el crecimiento tumoral y el desarrollo metastasico. El
examen histolégico de tumores primarios de estos ratones revel6 la presencia de varios emboli
de células tumorales dentro de las vénulas periféricas!®, sugiriendo la existencia de una
migracion colectiva tumoral sin interaccién fisica con CAF. Este estudio y el anterior apoyan
la existencia de un mecanismo indirecto de formacion de clUsteres debido a los CAF, los cuales
inducen una reprogramacion en las células tumorales epiteliales, que sufriran una TEM o
desarrollaran una plasticidad epitelio-mesénquima.

7. MODELOS ANIMALES APLICADOS EN EL ESTUDIO DE LOS CLUSTERES DE CTC

La habilidad de mantener y estudiar tejidos humanos en un ambiente vivo ha probado ser
una herramienta inestimable en la investigacion del cancer de mama durante décadas,
existiendo numerosos modelos murinos para su estudio.

7.1. Modelos murinos

Los modelos murinos estan bien establecidos en la investigacidon en cancer, pueden ser
genéticamente modificados y son ideales para el estudio de las propiedades tumorigénicas y
metastasicas de las células tumorales humanas. En cancer de mama, los estudios méas extendidos
han sido los xenotrasplantes de células tumorales de mama en ratones inmunocomprometidos,
como los xenotrasplantes derivados de linea celular (CDX), xenotrasplantes derivados de CTC
(CDXs) y xenotrasplantes derivados de pacientes (PDX), en los que se pueden estudiar las
interacciones entre el tumor y los tejidos hospedadores, asi como las capacidades tumorigénicas
y metastasicas de las células tumorales!*. Entre los modelos de ratén inmunocomprometidos,
destaca el ratén nude, el cual carece de células T, pero que presenta un limitado éxito en el
establecimiento del tumor vy en el desarrollo de la metastasis**!. Por otro lado, esta muy
extendido el uso de los ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID), los cuales
poseen un defecto en la diferenciacion y la maduracion de los linfocitos**? y, por tanto, una
inhibicion severa de la generacion de células T y B; aunque tienen un sistema inmune innato
funcional (células NK, neutrofilos, macréfagos), lo cual dificulta el xenotrasplante de células
no transformadas. Este modelo se ha demostrado eficiente en el xenotrasplante de células
tumorales humanas**®. Una de las rutas por las que se optd para suprimir el sistema inmune
innato en los ratones SCID fue su cruce con ratones beige, los cuales presentan una reduccion
aguda de la funcion de las células NK, dando lugar a los ratones SCID/beige’4®144,

Los xenotrasplantes derivados de linea celular o CDX se pueden dividir en heterotopicos
(cuando las células tumorales humanas son implantadas en una zona del raton no relacionada
con el sitio tumoral original), ortotopicos (cuando se implantan en el 6érgano correspondiente
anatomicamente, en este caso, en la glandula mamaria) y metastasicos (en la vena de la cola o
intracardiaco). Aungue los xenotrasplantes subcutaneos estan muy extendidos y las células de
cancer de mama pueden crecer de ese modo®®, no se puede obviar la importancia del
microambiente tumoral en la progresion del cancer. Por tanto, se ha postulado que el tejido
graso mamario (xenotrasplante ortotépico) es el sitio mas apropiado para realizar estos
xenotrasplantes!4®-14¢, Comparado con la inyeccion subcutanea, el xenotrasplante ortotopico
aumenta el potencial tumorigénico y, en ocasiones, la capacidad metastasica de las lineas
utilizadast491%0,
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Entre las lineas celulares de cancer de mama cominmente utilizadas, se encuentran las
procedentes de pacientes de subtipo luminal A (MCF-7 y T47D), que solo forman tumor
en presencia de estrégenos y su crecimiento puede ser inhibido con terapia anti-estrégenos;
y aquellas con subtipo luminal B (BT474 y MDA-MB-361) y subtipo triple negativo
(MDA-MB-231, MDA-MB-468 y SUM1315), las cuales han mostrado capacidad
tumorigénica. Sin embargo, las lineas representativas del subtipo HER2" (SKBR3 y MDA-
MB-453) se caracterizan por un potencial tumorigénico muy pobre en estos modelos®®.
Respecto a su uso para el estudio de la metastasis, los xenotrasplantes con células ER+ son
poco invasivos y rara vez se observa metéstasis, mientras que los tumores generados a
partir de lineas celulares triple negativo pueden llegar a ser altamente invasivos.

Loredana et al. describieron el comportamiento metastasico de diversas lineas
celulares, como MDA-MB-231, BT-474-MDA-MB-453 y MDA-MB-468, las cuales
fueron inyectadas en ratones inmunocomprometidos. En el caso de la linea MDA-MB-231,
las CTC fueron observadas tras 5 semanas, mientras que en las lineas menos agresivas la
cantidad de CTC y de clusteres fue inferior. No obstante, todos los modelos desarrollaron
metastasis pulmonar'®2. Asimismo, otro estudio aisl6 y caracterizd CTC individuales, asi
como clusteres de CTC y neutrdfilos a partir de pacientes y modelos murinos de cancer de
mama. Observaron a su vez que estos cllsteres mostraban varios genes relacionados con
la progresion del ciclo celular sobreexpresados respecto a las CTC individuales®®. Junto a
los dos mencionados, otros estudios han demostrado el valor de los xenotrasplantes
derivados de linea celular?® 7 153154,

Alternativamente a los xenotrasplantes, la metastasis de cancer de mama se suele
estudiar a través de inyeccion intravenosa de las celulas tumorales, permitiendo la
colonizacién de los 6rganos especificos, como por ejemplo la inyeccién en vena lateral de
la cola para el estudio de la metastasis pulmonar, o la inyeccion del ventriculo izquierdo
para la metastasis al hueso®®.

Los xenotrasplantes derivados de paciente o PDX implican el trasplante de células
primarias humanas tumorales o trozos de tumor en un hospedador murino. Al contrario que
los CDX, los PDX preservan muchas de las caracteristicas del tumor original, incluyendo
cinéticas de crecimiento, caracteristicas histolégicas, invasividad y capacidad metastasica,
y respuesta a terapia. Ramani et al. generaron un total de 37 PDX a partir de pacientes de
cancer de mama triple negativo. Sus analisis revelaron la presencia de CTC en 32 de los
ratones, asi como diferentes tipos de metéstasis en pulmones, higado y cerebro*. Por otro
lado, Yoko et al. demostraron que el trasplante de tumores derivados directamente de
pacientes en modelos murinos permite ilustrar la diversidad del cAncer de mama humano,
mientras se mantiene las caracteristicas originales del tumor original®>’. Asimismo, otros
estudios han podido demostrar la utilidad de los PDX para representar y estudiar la realidad
tumoral del cancer de mama?®8-161

Mientras los PDX se mantengan in vivo mediante pases directos entre ratones, sus
caracteristicas seran similares a los tumores del paciente original. El paso limitante en la
generacion de PDX es siempre el primer xenotrasplante, cuyo éxito varia segun el subtipo
tumoral. Si ese primer PDX es exitoso, los xenotrasplantes subsiguientes seran mas
eficientes'®?. Actualmente, se han obtenido PDX que modelizan de forma efectiva la
metastasis, manteniendo los patrones de invasion que se observan en la clinical®. Igual
que sucede con los CDX, el sitio mas comun de metastasis en los PDX son los pulmones y
los nodos linfaticos, mientras que la metastasis cerebral y Gsea rara vez se observan, a pesar
de que ocurran con frecuencia en pacientes'64,
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Hasta ahora, los xenotrasplantes derivados de CTC o CDXs se han establecido a partir de
cancer de mama'®®, pulmoén prostata y melanoma®®®. En 2013 se realizo el primer experimento
exitoso de xenotrasplantes con CTC de cancer de mama luminal. Seis modelos murinos
desarrollaron metéastasis en el higado, hueso y pulmones tras el xenotrasplante de 1000 CTC de
3 pacientes con cancer de mama metastasico avanzado. Los analisis de expresion de las CTC
mostraron un fenotipo comin EpCAM* CD44" MET" CD47*, el cual se asocia a una
disminucion en la supervivencia libre de progresion de pacientes de cancer de mama
metastasicos®®’,

Otro grupo hizo un xenotrasplante a partir de CTC de cancer de mama triple negativo con
gran cantidad de CTC en sangre. Dichas CTC fueron inyectadas subcutdneamente en ratones
nude y se observaron tumores palpables 5 meses después. Mediante el analisis de la expresion
génica, los tumores procedentes del xenotrasplante y los tumores de pacientes demostraron un
fenotipo préacticamente idéntico. Ademas, se detectaron mecanismos relevantes para la biologia
de los tumores triple negativo en el ARN de los CDXs, como la ruta WNT26,

Respecto a otros tipos de cancer, se han realizado CDXs en melanoma®®, cancer de
pulmént’®1t higado'’? y prostatal’3174,

7.2 Pez cebra

El pez cebra o Danio rerio como organismo modelo vertebrado!™ presenta ciertas
caracteristicas como el rapido desarrollo embrionario extrauterino, la transparencia de los
embriones y su abundante descendencia que hacen de él un modelo muy atractivo con maltiples
posibilidades, como observar en tiempo real el desarrollo del tumor o la facilidad de hacer
screenings masivos de compuestos!’®. Asimismo, la falta de sistema inmune adaptativo en las
larvas de pez cebra ofrece un modelo susceptible de recibir xenotrasplantes de células tumorales
sin que se produzca un rechazo por parte del receptor!’’, ademas de permitir el estudio de las
interacciones de estas células tumorales con células del microambiente pertenecientes al
sistema inmune innato, como neutr6filos*’® y macrofagos'®.

La posibilidad de observar las células xenotrasplantadas directamente en el embrién de pez
cebra, debido a su transparencia, y poder realizar un seguimiento de su proliferacion y
migracion se presenta como una gran ventaja. En 2005, Lee et al. fueron los primeros en
inyectar células de melanoma humano en pez cebra, inyectandolas en embriones en estado de
blastulal®®. Tras mantener a los embriones a 31°C durante 5 dias, se observo que las células de
melanoma sobrevivian y diseminaban a la cabeza, tronco y cola de los peces inyectados. Haldi
et al. optimizaron los pardmetros para el xenotrasplante en pez cebra cuando propusieron el
estado de 48 horas post fertilizacion (hpf) como el estado ideal para el trasplante. En su estudio,
celulas de melanoma humano y otras lineas celulares humanas fueron capaces de sobrevivir y
formar tumores en el embrion?®?,

Entre las lineas celulares tumorales utilizadas para el xenotrasplante en peces cebra se
incluyen glioma, cancer de pulmon, cancer pancreatico, carcinomas de ovario, cancer de mama,
sarcoma de Ewing, cancer de prostata, retinoblastoma y leucemia®?,

Los sitios de trasplante en el embridn de pez cebra pueden variar, pero suelen ser el saco
vitelino, el Ducto de Cuvier, la vena caudal, la cavidad pericardica, el espacio perivitelino y los
ventriculos del cerebro'®. Dependiendo del sitio de inyeccion, se pueden estudiar diferentes
caracteristicas de la tumorigénesis, como la invasion, extravasacion y metastasis o la interaccion
de las células con el microambiente tumoral. Normalmente, los peces xenotrasplantados se
mantienen entre 32,5-35°C grados, relativamente cerca de la temperatura fisiologica para las
células humanas, pero permitiendo el desarrollo normal del pez cebra (28°C)*&,
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Utilizando el pez cebra como modelo, se ha estudiado el impacto de las fuerzas
hemodindmicas en el arresto y la extravasacion de las CTC. En este trabajo, pudieron identificar
los valores umbrales de flujo y fuerzas de adhesion que permiten una detencion eficaz de las
CTC en los vasos sanguineos'®*. Asimismo, se demostrd que el arresto temprano esta
mediado por la formacion de adhesiones débiles, dependientes de CD44 e integrina avf3.
Sin embargo, la estabilizacion de este arresto depende de adhesiones dependientes de la
integrina a5B1, que tienen una mayor fuerza de adhesion, permitiendo a las CTC arrestarse
en regiones vasculares desde donde podran extravasar. Ademas, el flujo sanguineo
favorece el depdsito de fibronectina en las células endoteliales, la cual es un ligando para
la integrina avB3%. Por otro lado, el mecanismo exacto de extravasacion no se conoce. En
este modelo también se observo que la extravasacion de las CTC de la circulacion puede
darse por angiopellosis, mecanismo por el cual las CTC pueden salir individualizadas o
como clasteres. Demostraron a su vez que cuando las células de cancer cervical y de
melanoma usan este mecanismo para extravasar como clusteres, muestran una habilidad
mayor para formar tumores en sitios distantes que las células extravasadas individualmente,
ya que presentan una mayor capacidad proliferativa'®®.

Utilizando el modelo del pez cebra, se pudo observar una caracteristica muy
interesante de los cllsteres de CTC. Pese a que se ha asumido que los clusteres de CTC
son demasiado grandes para atravesar vasos sanguineos estrechos, como los capilares, se
vio que cllsteres de mas de 20 células pudieron atravesar vasos del tamafio de capilares
presentes en embriones de pez cebra, mediante una rapida reorganizacion en cadenas de
fila Gnica. Asimismo, ensayos preliminares muestran que estos cllsteres podrian ser
desagregados durante el transito mediante farmacos que afecten a las interacciones
celulares®®’,

Finalmente, se han empezado a desarrollar modelos PDX en pez cebra. En 2009,
Marques et al. fueron pioneros en conseguir modelos reales de PDX en pez cebra,
trasplantando células de tumor primario de cancer gastrointestinal en el saco vitelino de
embriones de 48 hpf!®, Aunque necesiten mucho mas trabajo de investigacion, ya se han
realizado PDX de glioblastoma'®, cancer gastrico®® y melanoma®, abriendo el camino
de una medicina personalizada cada vez mas cercana.

Hay que destacar el estudio de Mercatali et al, dada su relevancia para la presente tesis
doctoral. Estos autores inyectaron un cultivo primario de metéstasis de hueso de una
paciente de cancer de mama en embriones de pez cebra para estudiar su potencial
metastasico. EI comportamiento y expresion génica de este PDX se compar6 con los de
lineas celulares de diferente potencial metastasico (MCF7 y MDA-MB-231). La linea
MCF7, que proviene del mismo subtipo tumoral que el cultivo primario, no sobrevivid
dentro del embridn, mientras que la linea MDA-MB-231 sobrevivid y disemind a diferentes
partes del pez, incluyendo tejidos hematopoyéticos caudales. El cultivo primario, pese a su
subtipo tumoral de origen, disemind, extravasé los vasos y llegé también al tejido
hematopoyético caudal, indicando una posible adaptacion de las células del tumor primario
al tejido 6seo del paciente una vez realizan la metastasis®®.

Por altimo, nuestro grupo de investigacion ha publicado recientemente un trabajo en
el cual se realizaron xenotrasplantes de lineas celulares de cancer de mama individualizadas
y clusteres en embriones de peces cebral®®. En este trabajo, se pudo observar como los
clusteres de CTC, pese a poseer una menor frecuencia de diseminacion en la circulacion,
mostraban una mayor supervivencia y proliferacion respecto a las CTC. Este, junto a los
estudios anteriormente mencionados, destacan la relevancia del pez cebra para el estudio
de la biologia de las CTC y los clusteres de CTC.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en estudiar la heterogeneidad celular
presente en los clusteres de CTC para determinar cdmo componentes del microambiente
tumoral, particularmente los fibroblastos asociados a cancer, son capaces de modificar la
capacidad metastésica de las células tumorales, lo que nos ayudara a entender el papel de
los clusteres de CTC en la progresion tumoral del cancer de mama. Para lograrlo, se ha
dividido en diferentes objetivos especificos:

e Generar un modelo in vitro de clusteres de CTC homotipicos y heterotipicos que
represente la heterogeneidad celular a partir de lineas tumorales humanas de cancer
de mama y de fibroblastos normales y fibroblastos asociados a cancer.

e Estudiar las posibles diferencias en comportamiento de las células tumorales de
cancer de mama en respuesta a fibroblastos asociados a cancer en base a su fenotipo
molecular y capacidad metastasica mediante ensayos funcionales in vitro.

e Caracterizar molecularmente la respuesta de las células tumorales a las
interacciones celulares establecidas con los fibroblastos, asi como los fenotipos de
activacion de los propios fibroblastos.

e Optimizar las condiciones experimentales para la generacion de xenotrasplantes de
clasteres de CTC homotipicos y heterotipicos en embriones de pez cebra (Danio
rerio).

e Estudiar las capacidades de diseminacion y anidamiento de los clUsteres de CTC
homotipicos y heterotipicos mediante la generacién de Xxenotrasplantes en
embriones de pez cebra y ratén (Mus musculus).

e Utilizar un modelo de cancer de mama metastasico en raton para estudiar el posible
papel regulador de los fibroblastos asociados a cancer sobre el crecimiento tumoral,
asi como sobre la generacion de CTC y clusteres de CTC (homotipicos y
heterotipicos) y su contribucion al establecimiento de las metastasis.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES Y GENERACION DE COCULTIVOS

1.1 Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama: las células MDA-MB-231 de
subtipo triple negativo y las células MCF7 de subtipo luminal A. Ambas lineas celulares
expresan la proteina fluorescente verde aumentada (eGFP) y el gen luciferasa (Luc). Las
células MDA-MB-231¢FPLee fyeron obtenidas de Tebu-Bio (Espafia) y las células
MCF7¢6FP-Lue fueron obtenidas de GeneCopoeia, Inc (EE. UU).

Se utilizaron dos lineas celulares de fibroblastos. Las células VCAF, procedentes de
fibroblastos CAFs61 de carcinoma de vulva inmortalizados mediante transfeccion
retroviral con pPBABE-HTERT, estan marcadas con proteina fluorescente roja (mCherry)
(VCAF™Ce™) mediante el uso de un constructo lentiviral CAGAP-mCherry y fueron
cedidas por el Dr. Erik Sahai®®®. Las células BJ, una linea celular procedente de fibroblastos
humanos sanos extraidos de prepucio de un paciente neonato, fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC).

Las células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High
Glucose (BIOWEST) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S). El medio de cultivo de la linea VCAF™CM™ fue
suplementado con 1% de Insulina + Transferrina + Selenio (GIBCO). Las células se
mantuvieron a 37° C en atmosfera humidificada con 5% de COo.

Para la generacion de cocultivos, las células tumorales y los fibroblastos se mezclaron
en diferentes proporciones (proporcion fibroblasto: célula tumoral 1:2 o 1:5) segun los
requerimientos del experimento. Ambas lineas celulares pueden juntarse justo antes del
ensayo para obtener una poblacién celular heterogénea o 24h antes del ensayo para permitir
la interaccion de las células implicadas y la formacion de clisteres heterotipicos, tal y como
se explica en el siguiente apartado.

1.2. Generacion de clusteres

Se utilizaron dos protocolos distintos para la generacion de clisteres homotipicos,
formados exclusivamente por células tumorales, o heterotipicos, formados por células
tumorales y fibroblastos:

1) Las células se siembran en placa de baja adherencia (Corning) y se cultivan durante
24 horas en suspension para permitir la formacion de agregados celulares. Tras el cultivo,
las suspensiones celulares son disociadas mecanicamente con pipetas p1000 y p200 para
obtener una suspension celular de clisteres de tamafio adecuado.

2) Las celulas se cultivan en adherencia hasta alcanzar una confluencia del 80%. En
ese momento, las células son disociadas con tripsina-EDTA 1X (0,05%) (LONZA) para
obtener una suspension celular que es disgregada mecanicamente con pipetas p1000 y
p200, consiguiendo clusteres de tamafio adecuado.

2. ENSAYOS FUNCIONALES IN VITRO
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2.1. Proliferacion y viabilidad celular

La proliferacion celular se mide mediante la deteccion de la actividad luciferasa de las
lineas celulares tumorales. Se siembran cultivos homotipicos (MDA-MB-231CF
Luc/MCF78CFP-Li) y heterotipicos a ratio 1:5 y 1:2 (fibroblasto: célula tumoral) (MDA-MB-
231°8CFP-LUC/\CF7eCFP-Luc + yCAFMCMe™Y) en una placa opaca de 96 pocillos a una concentracion
final de 2.5 x 103 células tumorales/pocillo en 200 pL de medio de cultivo durante 4, 24, 48 y
72 horas. Tras el tiempo de incubacion, se afiade D-luciferina (Perkin Elmer) a una
concentracion final de 150 pug/ml y se mide la sefial de luciferasa usando el equipo Envision®
2105 Multimode Plate Reader (Perkin Elmer).

Alternativamente, se uso el ensayo de proliferacion Alamar, en el que se siembran cultivos
homotipicos y heterotipicos a ratio 1:5 y 1:2 en una placa de 96 pocillos a una concentracién
final de 2.5 x 10° células tumorales/pocillo en 200 pL de medio de cultivo y se incuban a 37 °C
durante 4, 24, 48 y 72 horas. Tras el tiempo de cultivo, se afiade el reactivo AlamarBlue® al
10% (20 pL por pocillo) y el cultivo se incuba durante 3 horas protegido de la luz, tiempo tras
el que se mide la sefial de fluorescencia generada en un lector de microplacas FLUOstar
OPTIMA (BMG Labtech) utilizando el software FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech).

2.2. Migracion en insertos Transwell®

La capacidad de migracion de las lineas tumorales en poblaciones homotipicas y
heterotipicas se evalta utilizando insertos Transwell® con una membrana de policarbonato de
8.0 um de poro (Corning). Cada Transwell® se cubre con 100 uL de Matrigel reducida en
factores de crecimiento (Corning) a una concentracion de 10 pg/pL y se incuba durante 30
minutos para permitir su polimerizacion. Las células tumorales MDA-MB-231%¢FPLuc g
MCF7¢CFP-Lc se cocultivaron con los fibroblastos VCAF™C"™ 24h antes del experimento para
poder obtener clusteres heterotipicos y se mantuvieron en condiciones de serodeprivacion. Un
total de 5 x 10 células tumorales/ Transwell® son sembradas con un gradiente de FBS del 10%
(37°C, 5% CO,) durante 8 horas en el caso de la linea MDA-MB-231¢¢FP-Lu¢ y 24 horas en el
caso de la linea MCF7¢¢FPL¥¢ Tras la incubacidn, se retira la suspension celular, se lava el
inserto con tampon fosfato salino (PBS) (Biowest) y la parte superior de las membranas de los
Transwell® son raspadas para eliminar las células no migradas. Las células migradas se fijan
con paraformaldehido (PFA) al 3% + 1% glutaraldehido (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos
y, posteriormente, se contabilizan las células con expresion de eGFP utilizando un microscopio
Leica Dmi8 (Leica Microsystems) y el software libre ImageJ (NIH Image).

2.3 Cierre de herida

Se siembran 2 x 10° MDA-MB-23186FP-Luc o MCF7¢¢FP-Lue en una placa de 24 pocillos. Se
afiladen VCAF™C"Y nara formar los cultivos heterotipicos en ratio 1:5y 1:2 (fibroblasto y célula
tumoral). Las células son incubadas a 37 °C durante 24 horas, permitiendo la formacion de una
monocapa. Se crea la herida mediante el rascado de la monocapa celular, se retira el medio de
cultivo para eliminar las células muertas, se lava con PBS y se afiade medio nuevo. Las fotos
son tomadas usando un microscopio Leica Dmi8 (Leica Microsystems) a 0, 20 y 28 horas para
los ensayos con la linea MDA-MB-2318¢PFIuc v 0, 24 y 48 horas para la linea MCF7¢¢FP-Iuc,
Posteriormente, se mide el ancho de la herida en el tiempo mediante el software libre ImageJ
(NIH Image), calculando los micrémetros que separan ambas partes de la monocapa en la
misma localizacion de la placa para todos los puntos temporales.
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2.4. Colonogénesis

Se obtienen clUsteres procedentes de cultivos homotipicos y se resuspenden 1 x 10* células
tumorales en agarosa de grado molecular (Fisher BioReagents) al 0,3% peso/volumen en
DMEM suplementado con 10% FBS y 1% penicilina/estreptomicina, formando una capa sobre
1,5 ml de agarosa previamente solidificada al 0.5% peso/volumen en DMEM 10% FBS 'y
1% penicilina/estreptomicina en una placa de 6 pocillos. Asimismo, se obtienen clusteres
procedentes de cultivos heterotipicos de ratio 1:5 o 1:2 (fibroblasto: célula tumoral) y se
procesan de igual forma que los clusteres homotipicos. Las células se incuban a 37°C, 5%
COz2 durante un periodo de 3-4 semanas al término de las cuales las colonias se fijan con
3% PFA + 1% glutaraldehido (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos. ElI nimero y area de
las colonias formadas es determinado mediante el uso de un microscopio Leica DMi8
(Leica Microsystems) y el software libre ImageJ (NIH Image). Se establecié un tamafo
minimo de 75 pum para que las agrupaciones celulares observadas se considerasen colonia
en el caso de los clisteres homotipicos y heterotipicos de MDA-MB-2316¢F-¢ debido al
pequefio tamafio de un gran nimero de estas.

3. ENSAYOS DE FENOTIPADO Y CARACTERIZACION MOLECULAR IN VITRO

3.1. Analisis de expresion génica

El analisis de la expresion génica es realizado mediante RT-qPCR. Para realizar la
extraccion de ARN de las células se utilizo el High Pure RNA Isolation Kit (Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se cuantifica usando el
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Se utilizan cantidades
iguales de ARN por condicion experimental en la reaccion de retrotranscripcion para la
obtencion de ADN complementario (ADNCc) con la enzima SuperScript™ III Reverse
Transcriptase, 200 U/uL (Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de la reaccion son 25
°C durante 5 minutos, 50 °C durante 2 horas 'y 70 °C durante 15 minutos. El ADNc obtenido
se amplifica con sondas TagMan® (Thermao Fisher Scientific) y TagMan® Universal PCR
Master Mix (Life Technologies) en un sistema LightCycler® 480 (Roche Life Science).
La amplificacion por PCR se realizé siguiendo los siguientes pasos: desnaturalizacion a 95
°C durante 10 minutos seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 10 segundos, 60 °C durante
30 segundos y 72 °C durante 10 segundos. Los niveles de expresion génica se muestran
normalizados por el método ACt, usando la expresion media del gen gliceraldehido-3-
fosfato dehidrogenasa (GAPDH) y Beta-2-Microglobulina (B2M). Cada muestra se
proceso por duplicado.

62



PABLO HURTADO BLANCO

Gen Sonda Tagman
ACTA2 Hs00426835 gl
B2M Hs00187842 ml
CDH1 Hs00170423 ml
CDH2 Hs00983056 ml
CD44 Hs01075861 ml
FAP Hs00990806 ml
FN1 Hs01549976 ml
FSP1 Hs00243202 ml
GAPDH Hs99999905 ml
MKI67 Hs01032443 ml
PDGFRa Hs00998018 ml
PDGFRB Hs01019589 ml
TNC Hs01115665 ml
VIM Hs00958116 ml

Figura 3. Lista de genes analizados mediante RT-qPCR.

Los andlisis de expresion genica se llevaron a cabo para los cultivos celulares de los dos
ensayos descritos a continuacion (3.2 y 3.3).

3.2. Estudio de interaccién paracrina en co-cultivo

Se siembran 1 x 10° células MDA-MB-23186FP-Lu¢ g 2 x 10° células MCF78CFP-Lu¢en placas
de 6 pocillos en monocultivos, o en cocultivo colocando insertos Transwell® de 0.4 um de
tamario de poro (Corning). Sobre los insertos se siembran 2 x 10° células VCAF™ "™ de modo
que los fibroblastos no quedan en contacto con las células tumorales. Todas las células se
incuban a 37 °C con medio de cultivo completo vy, tras 5 dias de cultivo, los insertos y los
pocillos se lavan con PBS y se afiade tampdn de lisis del High Pure RNA Isolation Kit (Roche),
para la posterior obtencion de ARN de ambas poblaciones celulares (células tumorales y
fibroblastos) segun lo detallado en el apartado 3.1. A partir de estas muestras se analiza el perfil
de expresion genica de las células en cocultivo en comparacion con los monocultivos.

3.3. Activacion con TGF-p

Se siembran 6 x 10* VCAF™C"™ o 1 x 10° BJ en placa de 12 pocillos y se incuban a 37 °C
con medio completo durante 48h. Posteriormente, se retira el suero de los cultivos y se incuban
con medio sin suero durante 24h. Tras la serodeprivacion, se afiade el factor de crecimiento
transformante 1 recombinante humano (TGF-f) (Preprotech) a una concentracion de 5 ng/mL
en los pocillos y se incuban durante 24, 48 y 72 horas. El TGF- B se reconstituy6 con acido
citrico previo a su utilizacion, por lo que se utilizé el &cido citrico como control en este ensayo.
Los pocillos se lavan con PBS y se afiade tampon de lisis del High Pure RNA Isolation Kit
(Roche), para la posterior obtencién de ARN segun lo detallado en el apartado 3.1. El perfil de
expresion genica se compara entre los fibroblastos control y tratados con TGF-p.
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3.4. Ensayo de agregacion

Para generar suspensiones homotipicas, se siembran 2 x 10° células MDA-MB-23166FP-Lue
0 MCFT7¢¢FPLue nreviamente disgregadas con una pipeta p200 y filtradas a través de un
filtro de células (Corning) de 100 um para asegurar una correcta individualizacion, en placa
de 24 pocillos de baja adherencia. Para generar suspensiones heterotipicas (ratio 1:2), a
mayores se afiaden 1 x 10° VCAFT™M™™ previamente disgregados. Cada condicion
experimental se siembra por duplicado, correspondiente a pocillos control (previo a la
incubacidn, 0 horas) y pocillos de agitacion. Las placas se colocan en un agitador orbital a
37 °Cy se agitan a 150 rpm (Orbital Shaker, Lan Technics G) durante 1 hora. Para evaluar
la agregacion, todos los pocillos se fijan con PFA (4%) y el numero de agregados y células
individuales se contabilizan en una camara Neubauer con un microscopio de fluorescencia
DMi8 (Leica), en funcion de la expresion eGFP y mCherry. Para cada condicion, las
suspensiones celulares son levemente homogenizadas con una pipeta p1000 (preservando
la agregacion), cargadas en la cdmara y el nimero de agregados celulares contabilizados
en base a la toma de al menos seis medidas por pocillo. Para la cuantificacion final, se
calcula el indice de agregacion mediante la formula: 1 — (n° de celulas individualizadas a
tiempo final / n° de células individualizadas a tiempo inicial). En estos experimentos, se
establece un umbral de agregacion por el cual clusteres de 3 células tumorales no se
considera agregacion.

3.5. Formacion de esferoides en gota colgante (Hanging drop)

Se genera una suspension celular a concentracion 5 x 10° células MDA-MB-231°¢FP-
Lu¢/ml para ensayos homotipicos y 1 x 10°® células/mL para ensayos heterotipicos (en
proporcion 1:1 fibroblasto: célula tumoral) en medio basal MammoCult™ (StemCell™
Technologies). A partir de estas suspensiones se distribuyen cuarenta gotas de 20 pL,
contiendo 1 x 10* células en los cultivos homotipicos y 2 x 10* células en los heterotipicos,
en la parte interior de la tapa de una placa petri de 10 cm de didmetro, tras lo cual la tapa
se invierte y se coloca sobre la base de la placa, quedando las gotas colgando. En el interior
se la placa se afiaden 10 mL de PBS para minimizar la evaporacion de las gotas situadas
en la parte superior de la placa. Se incuba durante 5-7 dias y se toman imagenes con un
microscopio de fluorescencia DMi8 (Leica), en funcion de la expresion eGFP y mCherry.

3.6. Inmunofluorescencia

Se siembran aproximadamente 1 x 10* células sobre lentillas en una placa de 24
pocillos y se incuban en DMEM 10% FBS y 1% penicilina/estreptomicina a 37°C durante
24h. Al dia siguiente, se retira el DMEM de los pocillos, se lavan con PBS y se fija 15
minutos con PFA 4%. Posteriormente, se lavan 3 veces con PBS y se bloquea con suero de
cabra (Sigma-Aldrich) al 10% en PBS durante 30 minutos. Se utiliza InsidePerm (Inside
Stain Kit, Miltenyi Biotec) como permeabilizante y diluyente de anticuerpo, y se incuba el
anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 °C.
Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las células se lavan 3 veces con PBS durante
5 minutos y se incuban con el anticuerpo secundario durante 1 hora. Los ndcleos se tifien
con la tincion de ADN DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole). Las lentillas se vuelven a
lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos y se fijan a un portaobjetos con 5 uL. de Mowiol
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(4-88 Reagent, Calbiochem). Las imégenes fluorescentes son adquiridas con un microscopio

DMi8 (Leica).
Diana Origen Dilucién Referencia
Anticuerpos primarios
mCherry Conejo 1:500 Ab167453, Abcam
GFP Conejo 1:2000 Ab6556, Abcam
FAP Conejo 1:25 Ab53066, Abcam
ACTA2 Raton 1:1000 Ab7817, Abcam
Anticuerpos secundarios
IgG conejo 1:500 AlexaFluor® 647 | Ab150079, Abcam
IgG raton 1:500 AlexaFluor® 488 | Ab150113, Abcam
IgG raton 1:500 AlexaFluor® 594 | Ab150116, Abcam
IgG raton 1:500 AlexaFluor® 647 | Ab150115, Abcam

Figura 4. Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en
inmunofluorescencia.

3.7. Ensayo de deteccion de citoquinas y quimioquinas

Los niveles de citoquinas y quimioquinas producidos por cultivos homotipicos y
heterotipicos se analizan utilizando el kit Proteome Profiler™ Human Cytokine Array (R&D
SYSTEMS), un inmunoensayo basado en membranas. Se sembraron monocultivos de MDA-
MB-231°6CFP-Luc o yCAF™CM™Y asi como cocultivos de MDA-MB-231°CFP-Luc y yCAFTCreY ey
una proporcion 1:2, en la misma placa permitiendo una interaccion fisica entre ambos tipos
celulares o separados por insertos Transwell® de 0.4 pm de tamafio de poro (Corning) para
estudiar interacciones paracrinas. Los cultivos son sembrados con el ndmero de células
adecuado para permitir que alcancen el 80% de confluencia al mismo tiempo, momento en el
cual se serodeprivan y se mantienen con medio sin suero durante 48 horas. Tras ello, se recoge
el sobrenadante y se centrifuga durante 5 minutos a 264 G para eliminar las particulas en
suspension. El sobrenadante es posteriormente procesado tal y como es descrito por el
fabricante e incubado sobre las membranas. Las membranas incubadas con el sobrenadante son
reveladas a 40 segundos de exposicidn, en base a una reaccion quimioluminiscente, utilizando
el equipo Chemidoc y se analizan los niveles de expresion de las citoquinas mediante el uso del
software libre ImageJ (NIH Image) para la determinacion de densitometrias.
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CCLI1/1-309 CCL2/MCP-1 MIP-1a/MIP-1p  CCL2/RA Ligando C5/C5a
NTES CD40/TNFSF5

CXCLI/GROe¢  CXCLI12/SDF-1 G-CSF GM-CSF ICAM-1/CD54 IFN-y
IL-10/IL-1F1 IL-1p/IL-1F1 IL-1ra/IL-1F3 IL-2 IL-4 IL-5
IL-6 IL-8 IL-10 IL-12p70 IL-13 IL-16

IL-17A IL-17E IL-18/IL-1F4 IL-21 L5577 IL-32a

MIF Serpina E1/PAI-1 TNF-a TREM-1 CXCLI10/1P-10 CXCL11/1-

TAC

Figura 5. Citoquinas detectadas por el kit Proteome ProfilerTM Human Cytokine Array.

4. ENSAYOS FUNCIONALES IN VIVO

4.1. Xenotrasplante en embriones de pez cebra (Danio rerio)

Todos los procedimientos incluidos en la presente tesis doctoral han sido realizados
segun la legislacion vigente recogida en el RD53/2013, el cual incluye al pez cebra (Danio
rerio) como especie para procedimientos experimentales que debe ser protegida. En el caso
de formas embrionarias, no obstante, esta ley solo aplica a los embriones de mamiferos en
el altimo tercio de su desarrollo, pero no incluye a los embriones no mamiferos como los
del pez cebra.

Los embriones de pez cebra (Danio rerio) son generados mediante el cruce de peces
cebra adultos. Los embriones son mantenidos a 28°C y se incuban con PTU (N-
Phenylthiourea, Sigma) a una concentracion del 0,003% peso/volumen para inhibir la
pigmentacion superficial. Para realizar los xenotrasplantes, larvas de dos dias de edad son
decorionadas y anestesiadas con tricaina (Sigma) al 0,003% peso/volumen en medio E3
con PTU. Los embriones anestesiados son situados en una placa Petri de 10 cm cubierta
con una capa de agarosa al 1,5%. Justo antes de la microinyeccion, se obtienen
suspensiones celulares de los cultivos homotipicos y de los cultivos heterotipicos en
proporcion 1:2 (fibroblasto: célula tumoral). Se mezcla un millon de células tumorales con
6 puL de PVP (Polivinilpirrolidona, Sigma-Aldrich) al 2% en PBS. Las agujas para la
microinyeccion son capilares de borosilicato (Lmm didmetro externo x 0.58mm didmetro
interno, Harvard Apparatus) a los cuales se les secciona un segmento para abrir la punta a
dos distancias diferentes: 0,7 cm o 1,1 cm del comienzo de la estrechez. Aproximadamente,
250 ceélulas son inyectadas en el espacio perivitelino de los embriones utilizando un
microinyector IM 300 (Narishige) con una presion de salida de 10 psi y 0,03 ms de tiempo
de inyeccion. Tras la inyeccion, los embriones son examinados para la presencia de
fluorescencia en el sitio de inyeccion, se transfieren a una placa de 96 pocillos (un embrion
por pocillo) con medio E3 + PTU y se incuban a 34°C durante tres dias. Se toman fotos de
los peces cebra a diferentes puntos temporales con un microscopio de fluorescencia DMi8
(Leica) para determinar la supervivencia y proliferacion celular de las células
xenotrasplantadas a lo largo del tiempo. Asimismo, se llevan a cabo analisis de
diseminacion celular dentro de la cola del embrion, estudiando el movimiento de las células
tumorales entre diferentes zonas de la circulacion del embrion: dorsal (incluye el vaso
anastomotico longitudinal dorsal), ventral (incluye la vena caudal, la vena posterior
cardinal y la arteria dorsal) y lateral (incluye los vasos intersegmentales que conectan las
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dos regiones anteriores) (figura 6). Por Gltimo, se estudia la colocalizacion de las células
tumorales con los fibroblastos diseminados, a través del analisis del solapamiento de las
fluorescencias de ambos tipos celulares.

Sacovitelino Cola

b W TR
-

Ventral Lateral Dorsal

Espacio perivitelino

Figura 6. Anatomia del embrion del pez cebra. Se marcan las partes mas importantes para
nuestro trabajo: espacio perivitelino, Ducto de Cuvier, saco vitelino y cola. La cola esta
dividida en zona dorsal, lateral y ventral. La circulacion de la zona ventral forma un arco
compuesto por la arteria caudal (rojo) y la vena caudal (azul).

Los datos son representativos de tres 0 mas experimentos con mas de 30 embriones por
grupo. Si la tasa de supervivencia del grupo control es menor del 70%, los experimentos son
descartados.

En los experimentos realizados con la linea de fibroblastos BJ, la cual no estd marcada
fluorescentemente, se lleva a cabo su tincion con Vibrant™ DiD Cell-Labeling Solution
(TermoFisher Scientific), una tincidn lipidica fluorescente que permite la visualizacion de las
células a 647 nm a lo largo del tiempo. Se utilizan 5 ul de tincién/millon de células y se incuban
durante 5 minutos a 37 °C y 15 minutos a 4° C para evitar la internalizacion del colorante.

4.2. Experimentos en raton (Mus musculus)

Todos los procedimientos incluidos en este trabajo fueron aprobados por el Comité Etico
de Experimentacion Animal de la Universidad de Santiago (CEEA; codigo 15010/2019/002)
(ver anexo 'Informe favorable Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de
Santiago de Compostela (CEEA)', 'Certificado de reconocimiento de la capacitacion para
manejar animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines
cientificos. Funcion B (eutanasia)’; y 'Certificado de reconocimiento de la capacitacion para
manejar animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines
cientificos. Funcion C (realizacion de procedimientos con animales))'. Ratones hembra SCID-
Beige se obtuvieron del Parque de Investigacion Biomédico de Barcelona (PRBB, Barcelona)
o de Charles River (Francia), y se mantuvieron en condiciones libres de patégenos en las
instalaciones de animales del Centro de Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades
Crobnicas (CIMUS, Universidad de Santiago de Compostela) (REGA: ES150780275701) y del
Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA, Universidad de Santiago de Compostela)
(REGA: ES150780292901).

4.2.1. Ensayo de colonizacion en pulmoén de raton
Para evaluar la capacidad de colonizacion pulmonar y de formacion de tumores de los
clusteres se preparan suspensiones de cllsteres de MDA-MB-231°¢FP-Lu¢ (5 x 10° células) y
clusteres heterotipicos de MDA-MB-231C6FP-tue 1+ yCAF™Chemy (5 x 10° células + 5 x 10°
células) en 100 pL de PBS, y se inyectan en la vena lateral de la cola de los ratones SCID-Beige
de 10 semanas de edad. La inyeccion de células tumorales se realiz6 en ratones inmovilizados
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mediante un dispositivo de sujecion (cepo) y utilizando jeringas de 1 mL con agujas de
calibre 27 (BD Medical). Una horatras la inyeccion, se determina la presencia de células
en el pulmén del raton mediante el sistema de imagen in vivo VIS (Perkin Elmer) tras
la inyeccion intraperitoneal de luciferina (150 mg de luciferina/kg de peso; XenoLight™
D-Luciferin K+ Salt Bioluminescent, Perkin Elmer). El crecimiento de las metastasis se
monitoriza cada 3-4 dias durante 18 dias, momento en el que los ratones son sacrificados
por inhalacién de CO-, y los pulmones extraidos quirdrgicamente para obtener imagenes
basadas en bioluminiscencia (figura 7). Posteriormente, los pulmones se fijan en formol
10% viv (VWR) y se embeben en parafina para llevar a cabo un posterior analisis
histopatoldgico. Los cortes pulmonares se tifien con hematoxilina-eosina y con
anticuerpos para queratinas humanas AE1/AE3 (Roche diagnostics, Basilea, Suiza). Los
analisis histoldgicos se realizaron en colaboracion con el grupo de investigacion de
Patologia Molecular Traslacional del Instituto de Investigacion Vall d'Hebron (VHIR)
(Barcelona).

Extraccion de tejido pulmonar

L ‘N

Inyeccion en vena  Establecimiento de FEstablecimiento de
lateral de la cola micrometastasis macrometastasis

Fin de experimento

Figura 7. Esquema de xenotrasplante en vena lateral de cola de ratones SCID-beige.

4.2.2. Xenotrasplante ortotdpico en ratén
Para determinar el efecto de los fibroblastos VCAF™ "™ sobre la capacidad
metastasica de las células MDA-MB-23166FPLec  se  utilizaron dos grupos
experimentales: ratones xenotrasplantados con la linea metastasica de cancer de mama
MDA-MB-231°¢FP-Lue (homotipicos) y ratones xenotrasplantados con la linea MDA-
MB-231°¢FPL¥ junto a los fibroblastos VCAF™C™ (heterotipicos).

Se realizaron dos tipos de experimentos. En el primero, se utilizan 2 x 108 de células
MDA-MB-231¢¢FP-Lt¢ para el xenotrasplante homotipico y 2 x 10° de células MDA-MB-
231°CFP-Luc 1+ 2 % 106 de fibroblastos VCAF™C™ (proporcion 1:1) para el xenotrasplante
heterotipico. En el segundo, se realizan xenotrasplantes homotipicos con 1 x 10° de células
MDA-MB-231°¢FP-Lue v heterotipicos en proporcion 1,5:1 con 1,5 x 10° de fibroblastos
VCAF™Ce™ v 1 x 105 de células MDA-MB-23186FP-Luc,

Las suspensiones celulares son preparadas en 90 puL de Matrigel (Corning) + medio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (BIOWEST) suplementado
con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina (P/S); en una
proporcion 1:3 (matrigel: medio de cultivo).

Se inyectan 60 pL del preparado celular ortotopicamente en el tejido graso de la mama
de los ratones y se permite a las células crecer hasta formar tumores macroscopicos y
desarrollar metéstasis. El crecimiento tumoral y metastasico es monitorizado mediante
bioluminiscencia con el sistema de imagen in vivo IVIS (Perkin Elmer) tras la inyeccién
intraperitoneal de luciferina (150 mg de luciferina/kg de peso; Perkin Elmer). Una vez la
metastasis esta establecida, los animales son sacrificados por inhalacién de CO-, los tejidos
extraidos y la sangre recogida mediante puncion cardiaca en tubos EDTA (figura 8).
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Posteriormente, la sangre es diluida en 3 mL de PBS (Biowest) y procesada mediante el sistema
microfluidico Parsortix™ (Angle PLC). Utilizando un microscopio Leica Dmi8 (Leica
Microsystems), se cuantifican las células aisladas por el sistema en base a la fluorescencia verde
(MDA-MB-2318CFP-Luey y roja (VCAF™Ce™), En el caso de VCAF™Y se realiz6 ademas la
inmunofluorescencia con anticuerpo primario anti-mCherry, con el objetivo de aumentar la
sefial detectable.

Biopsia liquida y extraccion de tejidos

o 0 G o oo

Inyeccién en tejido Desarrollo de  Establecimiento de  Desarrollo de Fin de
graso mamario  tumor primario  micrometistasis macrometastasis  experimento

Figura 8. Esquema de xenotrasplante ortotopico en el tejido graso mamario de ratones SCID-beige.

5. ANALISIS DE DATOS

Las imagenes obtenidas por microscopia de los ensayos in vitro e in vivo se analizan con el
software LAS X (Leica Microsystems) y el software libre ImageJ (NIH Image). Las imagenes
de fluorescencia de los experimentos del pez cebra son analizados mediante el software libre
Quantifish (Zebrafish Image Analyser). La cuantificacion, analisis estadistico y representacion
grafica de cada ensayo se realiza con el software Prism 8 (GraphPad Software).

Los datos de los ensayos funcionales y de caracterizacion se analizaron estadisticamente
mediante la prueba de Mann-Whitney. Los experimentos de pez cebra se analizaron mediante
la prueba de Wilcoxon (prueba no paramétrica para muestras emparejadas) cuando se
compararon diferentes puntos temporales dentro del mismo grupo experimental y mediante la
prueba de Mann-Whitney para la comparacion de grupos experimentales distintos. Para el
estudio de correlacion entra los valores de fluorescencia en el pez cebra se realiz6 un andlisis
de regresion lineal.
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Con el objetivo de estudiar el efecto de los fibroblastos asociados a cancer en los clusteres
de CTC, y si este efecto depende de las caracteristicas fenotipicas de las células tumorales, se
utilizaron dos lineas tumorales de cancer de mama de diferente subtipo: MDA-MB-231 y
MCF7. La linea celular MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama triple negativo
que carece de receptores de estrogeno (ER) y de progesterona (PR), muy agresiva, invasiva y
poco diferenciada. Esta linea presenta un enriquecimiento de marcadores asociados a la
transicion epitelio-mesénquima y la expresion de caracteristicas asociadas a células madre
(CSC). La linea MCF7 es una linea celular de cancer de mama luminal A que expresa los
receptores de estrdgenos y progesterona, poco agresiva y no invasiva, considerada de bajo
potencial metastasico. Por otro lado, se utilizaron dos lineas de fibroblastos humanos: una linea
de fibroblastos sanos BJ como control y otra linea de fibroblastos asociados a cancer, la cual
expresa la proteina roja fluorescente mCherry (VCAFMCM™). Por tanto, el uso de esta linea
VCAFTCMe™Y serg de gran utilidad para el estudio de su interaccion con las lineas tumorales y el
efecto sobre sus capacidades metastésicas.

1. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS TUMORALES EN COCULTIVO CON VCAFMCHERRY

Se llevaron a cabo una serie de ensayos in vitro que evaltan caracteristicas funcionales de
las células tumorales implicadas en las distintas fases del proceso metastasico. Para ello, se
utilizaron cultivos homotipicos, formados solo por células tumorales (MDA-MB-2316¢FP-luc g
MCF7¢CFP-lu9) "y cultivos heterotipicos, formados por células tumorales y fibroblastos
VCAFT™CMe™Y Hay que sefialar que, para todos los ensayos realizados, el nimero de células
tumorales entre cultivos homotipicos y heterotipicos es el mismo. Por tanto, los cultivos
heterotipicos tienen un numero total de células mayor, ya que, ademas de las células tumorales,
se cultivan fibroblastos.

1.1. Determinacion de la capacidad metastasica mediante ensayos funcionales

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de proliferacion in vitro mediante la deteccion
de la actividad luciferasa para estudiar el ritmo de crecimiento de cada linea tumoral en
presencia de la linea VCAF™C"™Y_ Ademés, se utilizaron dos ratios diferentes de fibroblasto y
célula tumoral (1:5 y 1:2) en los cultivos heterotipicos con el objetivo de estudiar si la
proporcion de fibroblastos presentes pudiese afectar al crecimiento de las células tumorales.

Los resultados obtenidos muestran que la presencia de los VCAF™CM™ en el cocultivo
ralentiza el crecimiento celular de la linea MDA-MB-2318CFP-¢ (figura 9A). Este efecto fue
significativo tras 72h en cultivo, donde se observa que la proliferacion de la linea celular MDA-
MB-23186FP-luc en monocultivo es significativamente mayor que la del cocultivo en proporcion
1:2 (cambio relativo: 6.9 + 2.3 vs. 3.8 + 0.8; p < 0.05). Por otro lado, la linea MCF7¢CFP-lu
muestra una mayor proliferacion en presencia de estos fibroblastos (figura 9B), siendo
significativamente mayor en el cocultivo en proporcion 1:2 que en el monocultivo a las 24h
(cambio relativo: 5.5 + 1.3 vs. 2.2 £ 0.3) y 48h (cambio relativo: 6.9 £ 2.1 vs. 4.4 £ 0.8).
Ademas, las diferencias de crecimiento mostradas sugieren que el efecto de los VCAF™C™ eg
ratio-dependiente, es decir, a mayor cantidad de VCAF™"™ presentes en el cocultivo, mayor
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es su efecto sobre las lineas tumorales. De este modo, las células MDA-MB-231°8¢FP-lucy
MCF7¢CFi¢ muestran una menor y una mayor proliferacion, respectivamente, en los cocultivos
de ratio 1:2 (fibroblasto: célula tumoral) comparados con los cocultivos de ratio 1:5
(fibroblasto: célula tumoral).
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Figura 9. Cambios en la proliferacién in vitro de lineas celulares de cancer de mama en cultivos
homotipicos y heterotipicos de 4 a 72 horas. A. Proliferaciéon de la linea MDA-MB-231€GFP-luc gn
monocultivo (negro) y en cocultivo con dos ratios distintos de la linea vVCAF™chery (grises). N=3. B.
Proliferacién de la linea MCF7¢CFPlic en monocultivo (negro) y en cocultivo con dos ratios distintos
de la linea vCAF™che™y (grises). N=1. ** p < 0.01, **** p < 0.0001.

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos de cierre de herida para estudiar la
migracion e interaccion celular de las lineas tumorales junto a los VCAF™"™, Debido a
los diferentes ritmos de proliferacion celular de las lineas tumorales, se tomaron medidas
de 0 a 26 horas para MDA-MB-231¢7P'¢ y de 0 a 48 horas para MCF7¢CFP-lc,

Se observa una ralentizacion en el cierre de la herida en los cocultivos de MDA-MB-
231°CFP y VCAF™CMY respecto a los cultivos homotipicos de MDA-MB-231¢¢F (figura
10A). Esta diferencia es significativa a las 20h, cuando el porcentaje de cierre de herida es
de 57.3 + 11.6% en los cocultivos de ratio 1:5y de 75.7 + 7.6% en los monocultivos, y a
26h, con un porcentaje de 73 = 11.3% en los cocultivos de ratio 1:5y de 98.1 + 8.8% en
los monocultivos. Asimismo, los cultivos heterotipicos de MCF7¢CFP-lue y yCAFmMCherry
muestran un mayor cierre de herida que los monocultivos de MCF7¢¢F™!U¢ siendo de 16.1
+ 6.5% en los monocultivos y de 30.7 £ 15.2% en los cocultivos de ratio 1:5 a las 24h
(figura 10B). Estas diferencias se mantienen a las 48h, durante las que se observa un
porcentaje de 34.2 + 8.6 en los monocultivos y de 48.3 + 15.6 en los cocultivos de ratio
1:5. Podemos ver una coherencia entre estos resultados con lo mostrado en la figura 9 en
cuanto a un efecto de la presencia de la linea VCAF™"™ sobre las dos lineas tumorales,
ya que de nuevo hay un efecto sobre las lineas MDA-MB-2318CFP-lic y M CF7eCFP-luc
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aunque en estos ensayos no se observaron diferencias de comportamiento de las lineas
tumorales dependientes de la proporcion de VCAFTCM™ presentes.

B
A MDA-MB-231¢GFP-luc MCF7¢CGFP-luc
100-e- MDA . 100
| ) -~ MCF7
(a1 @ VvCAF + MDA 1:54%%% o
% vCAF + MDA 1:2 g -8 vCAF + MCF7 1:5
2 2 VCAF + MCF7 1:2 *
@ @
o 50 T 50 *
= 2
2 5
) 1)
S ] X
0 T T 0 T T
Oh 20h 26h Oh 24h 48h

Figura 10. Porcentaje de cierre de herida de lineas celulares de cancer de mama en cultivos
homotipicos y heterotipicos. A. Porcentaje de herida cerrada por la linea MDA-MB-231¢GFP-luc en
condiciones de cultivo homotipico (negro) y en cocultivo con dos ratios distintos de la linea vCAF™Cherry
(grises). N=5. B. Porcentaje de herida cerrada por la linea MCF7¢CFP-lic en condiciones de cultivo
homogéneo (negro) y cocultivo con la linea vCAF™Chery en dos ratios distintos (grises). N=2. * p < 0.05,
**** p < 0.0001.

Por otro lado, se realizaron experimentos de formacion de colonias en agar blando para
estudiar el crecimiento independiente de anclaje de clUsteres homotipicos formados por células
tumorales y clusteres heterotipicos formados por células tumorales y fibroblastos. Los clusteres
fueron generados a partir de cocultivos de las células tumorales y fibroblastos en placas
adherentes durante 24 horas y posterior disociacion con tripsina al 0,05%, lo que permite la
generacion de agregados celulares en suspension (la generacion de los clisteres se explica en
la seccién 1.2 de Materiales y Métodos). En estos experimentos se utilizaron cocultivos con una
ratio 1:2 (fibroblasto: célula tumoral) para los clusteres heterotipicos y se evalud tanto el
namero de colonias formadas como el diametro de dichas colonias.

En el caso de los ensayos con las células MDA-MB-231°¢FF-i¢ se vio como el ndmero de
colonias generado por los clusteres heterotipicos (38.3 + 22.2) es similar al nimero de colonias
generado por los clusteres homotipicos (32.6 + 17.1) (figura 11A). Sin embargo, el didmetro
de las colonias es significativamente menor en presencia de los fibroblastos (105.84 + 28.75
um vs. 99.39 + 27.15 um; p < 0.01) (figura 11B). En los ensayos con las células MCF7eCF-lue,
se pudo apreciar una tendencia hacia un aumento en el nimero de colonias generadas en
presencia de fibroblastos respecto a los clUsteres homotipicos (41.3 + 24.1 vs. 20.6 £ 6.1; p =
0.058) (figura 11C), aunque la presencia de fibroblastos no afectd significativamente al
didmetro de las colonias (261.71 + 107.59 pm vs. 256.36 + 115.40 um) (figura 11D).
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Figura 11. Capacidad de formacion de colonias en agar blando de clusteres homotipicos y
heterotipicos de las lineas MDA-MB-23 1¢CGFP-luc y MCF7¢GFP-luc con a linea de fibroblastos vCAF™Cherry,
A. Numero de colonias generadas por los clusteres heterotipicos de la linea MDA-MB-231¢6FP-luc con
vCAF™Cherry (gris) y por los clusteres homotipicos (negro). N=3. B. Diametro de las colonias formadas

por MDA-MB-231¢CFP-luc como clusteres homotipicos (negro) y heterotipicos con VCAF™cherry (gris).
N=3. C. Namero de colonias generadas por los clisteres heterotipicos de la linea MCF7¢C¢FP-luc con
vCAF™Cherty (aris) y por los clisteres homotipicos (negro). N=3. D. Didametro de las colonias formadas
por la linea MCF7¢6FP-lic como clisteres homotipicos (negro) y heterotipicos con VCAF™CherTy (gris),
N=3. p < 0.01, * p < 0.01.

Por Gltimo, se llevaron a cabo ensayos de migracion en insertos Transwell® de 8 pm
de tamafio de poro, en los que se pudo estudiar la deformabilidad y migracion celular de
los clusteres homotipicos y los cllsteres heterotipicos. Estos experimentos se llevaron a
cabo con cocultivos de ratio 1:2 (fibroblasto: célula tumoral) para los clisteres
heterotipicos.

La presencia de los fibroblastos en los clusteres heterotipicos favorecié la migracion
en ambas lineas tumorales. Los datos se presentan como el cambio en el nimero de células
migradas de los cultivos heterotipicos respecto a los cultivos homotipicos (MDA-MB-
231°CFPic = 1 +.0.42 vs. 8.04 + 6.91; MCF7eCF>lie = 1 + 0,23 vs. 16.26 + 3.21) (figura 12).
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Figura 12. Migracion de las lineas tumorales de cancer de mama en cultivos homotipicos y
heterotipicos con la linea vCAF™Chery A_ Cambio relativo en la migracién de la linea MDA-MB-
231¢GFP-luic en condiciones de cocultivo con la linea vCAF™Chery (gris) respecto al monocultivo

(negro). N=3. B. Cambio en la migracién de la linea MCF7¢6FP-luc en condiciones de cocultivo con la
linea vCAF™Che™y (gris) respecto al monocultivo (negro). N=2. * p < 0.05.

En conjunto, estos experimentos in vitro, que evallan caracteristicas funcionales de
las células tumorales asociadas con el proceso de metastasis, nos permiten estudiar el efecto de
los fibroblastos VCAF™"™ sobre dos lineas tumorales fenotipicamente diferentes. Como
conclusion, podemos afirmar que el efecto de esta linea de fibroblastos asociados a cancer es
diferente segin el fenotipo de la linea tumoral con la que interacciona. Asi, la linea MCF7¢CF-
luie aumenta su proliferacion, capacidad de migracion y de formacion de colonias cuando son
cocultivadas con VCAF™™™ indicando una posible cooperacion entre los fibroblastos y las
células tumorales de fenotipo epitelial. Por otro lado, la linea MDA-MB-2316¢FP-IU¢ disminuye
su proliferacion y capacidad de migracion cuando los VCAFTCM™ estan presentes en el
cocultivo, indicando una hipotética competencia entre ambas lineas celulares posiblemente
debido a los rasgos mesenquimales de la linea tumoral.

1.2. Caracterizacién molecular de las interacciones paracrinas entre lineas tumorales
y la linea vVCAFMCherry

Con el objetivo de entender el efecto diferencial que ejerce la linea VCAF™C"™ sobre las
dos lineas tumorales utilizadas, MDA-MB-231¢C"P¢ v MCF7¢CFPIC  se estudid la
comunicacion intercelular a través de la interaccion paracrina entre fibroblastos y células
tumorales y su efecto sobre la expresion de genes asociados a la activacion de los fibroblastos,
a la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y la interaccion entre CAF y célula tumoral. Para
ello, se establecieron cocultivos durante cinco dias separados fisicamente por una membrana
de modo que ambos tipos celulares no estan en contacto, y se extrajo el material genético de las
poblaciones celulares por separado para analizar la expresion génica. Se estudiaron genes
marcadores de activacion de fibroblastos, como FN1, FSP1, ACTA2 y FAP, los cuales
codifican para la fibronectina 1, proteina especifica de fibroblasto 1, a-actina de musculo liso
y proteina de activacion de fibroblastos, respectivamente. Asimismo, se analizo la expresion de
otros genes de interés para estas lineas celulares, como CDH1, CDH2, MKI167, VIM, y CD44
los cuales codifican para e-cadherina, n-cadherina, marcador de proliferacion Ki67, vimentina,
y la glicoproteina de superficie celular CD44, respectivamente.
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Los analisis de expresion génica mediante RT-gPCR realizados en la linea de
fibroblastos VCAF™ "™ muestran que no hay diferencias significativas en la expresion de
los marcadores de activacion de los fibroblastos entre las células control (VCAF™C™ en
monocultivo) y las células en cocultivo con las lineas tumorales MDA-MB-231¢CFP-lic o
MCF7¢CFPle (figura 13A). Sin embargo, podemos observar un ligero descenso en la
expresion de FSP1 y ACTA2 cuando los fibroblastos estan en cocultivo, indicando que
puede haber un efecto de unas lineas celulares sobre otras a través de factores secretados.

Por otro lado, se puede ver una tendencia a una mayor expresion de FAP en
VCAF™C™ cyando estan en cocultivo con la linea MDA-MB-231CFP-lic. FAP codifica
para la proteina de activacion de fibroblastos, por lo que este ligero aumento en la expresion
de este gen podria indicar cierto grado de activacion de VCAF™ "™ debido a factores
secretados por la linea MDA-MB-231°C7P1¢ (figura 13A). Respecto a los genes CDH1,
CDH2 y VIM, los analisis muestran que la linea VCAF™"™ ng expresa CDH1, debido a
que es una proteina expresada por las células epiteliales, mientras que se observa un ligero
descenso en la expresion de CDH2 y VIM en cocultivo con las lineas tumorales,
especialmente con MCF7¢C"P1¢. Sin embargo, dichos efectos no son estadisticamente
significativos. Asimismo, el analisis del gen MKI67, asociado con proliferacion celular,
también muestra una ligera disminucién en la expresion en presencia de las células
tumorales. Finalmente, se puede observar un ligero descenso de la expresion de CD44 en
presencia de la linea MCF7¢CF™!¢ (figura 13B). En conjunto, estos resultados muestran
que las interacciones paracrinas entre las lineas tumorales y vVCAF™C™ a través de factores
secretados son suficientes para alterar levemente la expresion de diversos genes. Podemos
observar, ademds, que estas lineas tumorales no ejercen un efecto positivo sobre la
expresion de genes asociados a CAF.
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Figura 13. Expresion de ARN mensajero de los marcadores de activacion de
fibroblastos (FN1, FSP1, ACTA2 y FAP) y los genes CDH2, VIM, MKI67 y CD44 en la
linea vCAFmCherry en cocultivos de interaccién paracrina con MDA-MB-231¢GFP-luc y
MCF7¢eCFP-luc_ | os niveles de expresion se muestran como 2 elevado a la potencia
negativa del ACt. N=3.

Respecto a los analisis de expresion génica realizados en las lineas celulares tumorales,
se observa que la expresion del gen CDH1 no se detecta en las células MDA-MB-2318CFP-luc,
las cuales presentan caracteristicas de TEM, y no se vio afectada en las células MCF7¢¢FP-1u¢ en
presencia de las células VCAF™C"™  Del mismo modo, la expresion de CDH2 y VIM no se
detecta en la linea MCF7°C"P-'¢ en monocultivo debido a su fenotipo epitelial, ni en el cocultivo
con los fibroblastos, indicando que la linea VCAF™C"™ no produce una induccion de la TEM
en la linea MCF7°CF™Ic g nivel de expresion genética. La expresion de CDH2 tampoco se
detecta en la linea MDA-MB-231¢¢FIU¢ pese a sus rasgos mesenquimales, y tampoco se detecta
en el cocultivo (figura 14). Los niveles de expresion de vimentina en MDA-MB-231°CFP-i¢ g
se vieron modificados por la presencia de los VCAF™"™ en el cultivo. Estos son genes
expresados generalmente en células mesenquimales, que codifican el primero para n-cadherina
(proteina de adhesion celular detectada en células mesenquimales) y el segundo para vimentina
(marcador de TEM). Asimismo, MKI67 es detectado en mayor medida en la linea MDA-MB-
231°CFPIe que en la linea MCF7¢CF™c 1o cual coincide con el mayor ritmo de crecimiento
celular de la primera linea. En cambio, sus niveles de expresion no parecen estar
significativamente afectados por la presencia de los fibroblastos en el cultivo, pese a que se
observaron diferencias en la proliferacion de estas lineas celulares en presencia o ausencia de
VCAFTCMe (figura 14). Por tltimo, la molécula de adhesion y marcador de “stemness” CD44,
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recientemente implicado en la clusterizacion heterotipica de las CTCs y los CAF, es
detectada a mayores niveles en la linea MDA-MB-231¢¢F-u¢ comparado con la linea
MCF7¢CFPlc Sin embargo, no se observaron diferencias de expresion de este gen entre
cocultivos y monocultivos. En conjunto, estos resultados muestran que los factores
secretados por la linea VCAF™C"™ no gjercen un claro efecto sobre la expresion de genes
asociados a TEM vy clusterizacion celular.
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Figura 14. Expresion de ARN mensajero de los genes CDH1, VIM, MKI67 y CD44 en
las lineas celulares MDA-MB-23 1eGFP-lucy MCF7¢CFP-luc en base a interacciones
paracrinas en cocultivo con vVCAF™cher™y | a5 lineas celulares que no estan mostradas
para algun gen implica que esas lineas no expresan dicho gen. Los niveles de
expresion se muestran como 2 elevado a la potencia negativa del ACt. N=3.

2. ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE VCAFMCHERRY A | A DISEMINACION DE LINEAS
CELULARES DE CANCER DE MAMA EN MODELOS IN VIVO

2.1. Obtencion de clusteres de lineas celulares y optimizacion del xenotrasplante
en pez cebra

Con el objetivo de estudiar la contribucion de los fibroblastos asociados a cancer a la
capacidad metastasica de los clusteres de CTC nos planteamos, por un lado, la generacion
de clusteres a partir de lineas celulares in vitro y, por otro, el desarrollo de xenotrasplantes
en el modelo de pez cebra para estudiar el efecto de los fibroblastos en la diseminacion de
las celulas tumorales.

Previo a la realizacion de los xenotrasplantes, se llevaron a cabo ensayos de
proliferacion celular para la linea MDA-MB-2316CFP-luc y MCF786FP-Iue 3 dos temperaturas
distintas: 37° C (temperatura de crecimiento normal de las lineas tumorales humanas) y
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34° C (temperatura consenso establecida para el mantenimiento de los embriones de pez cebra
xenotrasplantados!®) con el objetivo de estudiar la viabilidad celular dentro del modelo
experimental.

Los resultados muestran que el crecimiento a lo largo del tiempo de ambas lineas celulares
se ve ralentizado por la menor temperatura, pero la proliferacion no es detenida, demostrando
que ambas lineas celulares pueden ser utilizadas para el xenotrasplante en pez cebra (figura
15).
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Figura 15. Cambios en la bioluminiscencia producida por las lineas MDA-MB-231eGFP-luc y MCF7¢GFP-luc 3 [o
largo del tiempo, a 34° Cy 37° C. N=1.

Posteriormente, se llevd a cabo la optimizacion de los xenotrasplantes en pez cebra
mediante la comparacién de dos protocolos diferentes de generacion de clisteres de células
tumorales y de microinyeccion. Con el fin de determinar la validez experimental de nuestros
modelos in vitro de clisteres de células tumorales (clusteres de CTC) en ambos protocolos, se
compard su comportamiento respecto al de células individuales, representando asi a las CTC
individuales, las cuales suponen la mayor proporcién de las CTC observadas en pacientes con
cancer. Para esta optimizacion se utilizo la linea celular MDA-MB-231°CFP1¢ ya que las células
MCF7¢CFPlC  presentan  una baja capacidad metastasica'®?, hecho comprobado
experimentalmente en nuestro laboratorio®®,

En el primer protocolo (A), las células son cultivadas en placas de baja adherencia durante
24 horas para favorecer la agregacién celular y, posteriormente, son disgregadas
mecanicamente para obtener una poblacion individualizada y otra poblacion agregada (figura
16A). En el segundo protocolo (B), las lineas celulares son cultivadas en placas adherentes
durante 24 horas y, posteriormente, son disociadas con tripsina a diferentes concentraciones:
0,25% para células individuales y 0,05% para clusteres (figura 16B). Las poblaciones obtenidas
con ambos protocolos se inyectaron en embriones de pez cebra de 48 horas de vida en el espacio
perivitelino, cerca de la convergencia del ducto de Cuvier con el espacio pericardico (a partir
de ahora, a esta zona nos referiremos como ducto de Cuvier; figura 16C), lo que nos permite
estudiar la migracion activa de las células xenotrasplantadas hacia el sistema circulatorio. Con
el fin de optimizar las condiciones de inyeccion de las células en cuanto a numero celular e
integridad de los clusteres, se probaron dos didametros de apertura distintos en las agujas. En
ambos casos, nos aseguramos de que la inyeccion inicial no provocaba una salida inmediata de
células a la circulacion del embridn, ya que se busca estudiar una diseminacién activa. Aquellos
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peces que mostraron diseminacion celular tras la inyeccion fueron descartados de los
analisis posteriores.
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Figura 16. Esquema de la generacion de clusteres y la microinyeccion en pez cebra. A. Protocolo de
generacion de poblaciones individuales y cliusteres mediante el cultivo de lineas celulares en placas
de baja adherencia y su posterior disgregacion. B. Protocolo de generacion de poblaciones
individuales y clusteres mediante el cultivo de lineas celulares en placas de adherencia y su posterior
disociacién con distintas concentraciones de tripsina. C. llustracion esquematica del embrién de pez
cebra a las 48 horas de vida, con la arteria caudal marcada en rojo y la vena caudal marcada en azul.
Se marcan las areas ventral, lateral y dorsal donde las células xenotrasplantadas pueden encontrarse
diseminadas.

La idoneidad de los protocolos se evalud en base a la capacidad de diseminacion de
las células tumorales a partir del tumor primario y su localizacién en las distintas
localizaciones vasculares de la region caudal del pez, estando estas divididas entre ventral
(incluye la vena caudal, la vena posterior cardinal y la arteria dorsal), dorsal (incluye el
vaso anastomotico longitudinal dorsal) y lateral (incluye los vasos intersegmentales que
conectan las dos regiones anteriores). La cuantificacion del volumen de células
diseminadas se realizé en base al &rea ocupada por la fluorescencia de las células tumorales.
Utilizando el protocolo A, los porcentajes de peces con diseminacion en las zonas dorsal y
lateral son pequefios y similares entre ambas poblaciones celulares (20 + 4 % dorsal y 10
+ 9 % lateral para células individuales y 21 £ 9 % dorsal y 5 + 6 % lateral para los clUsteres)
(figura 17A). Sin embargo, con el protocolo B se observa una mayor diseminacion de
ambas poblaciones y una tendencia de las células individuales a diseminar mas hacia estas
dos zonas (63 + 16 % y 37 = 18 % de diseminacion dorsal para poblacion individual y
agregada, respectivamente; 37 £ 17 %y 15 £ 13 % de diseminacion lateral para poblacion
individual y agregada, respectivamente) (figura 17C). Por otro lado, la diseminacion en la
zona ventral es practicamente del 100% para ambas poblaciones y protocolos (figura 17B
y D). Para llegar a las zonas dorsal y lateral, las células inyectadas deben entrar en los
capilares gque llegan a dichas areas, los cuales son considerablemente mas pequefios que la
vena caudal y vena posterior cardinal, por lo que se espera que las células individuales
tengan una ventaja respecto a los clusteres debido a su menor tamafio. Esta diferencia no
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se ve reflejada en el protocolo A, pero si en el B, demostrando que el segundo es més adecuado
para generar poblaciones individuales y agregadas bien diferenciadas.

Las areas tumorales representan la cantidad total de células diseminadas en la cola de
cada pez, independientemente de la zona. La media de dichas areas es muy similar entre ambas
poblaciones en el protocolo A (2343 + 3068 pm? para la poblacion individual y 2071 + 2464
um? para la poblacion de clisteres) (figura 17B), pero aumenta considerablemente en el
protocolo B y se puede observar una diferencia significativa entre la media de las areas de los
peces xenotrasplantados con la poblacion individual (11545 + 11563 um?) y la poblacién de
clisteres (6160 *+ 6013 um?) (figura 17D). De nuevo, el protocolo B muestra unas diferencias
entre ambas poblaciones celulares que no se pueden observar en el protocolo A, ademas de
aumentar la diseminacion celular a la cola en general.
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Figura 17. Xenotrasplantes en pez cebra de células individuales y clusteres de la linea celular MDA-MB-
231€GFP-luc  ytilizando protocolos de generacion de clusteres A (grafica Ay B) y B (graficaCy D). Ay C.
Porcentaje de peces con diseminacion celular de las poblaciones individuales y clusteres de la linea MDA-
MB-231¢GFP-luc en [as areas dorsal, lateral y ventral de la cola del embrién. B y D. Area tumoral total de las
células diseminadas a la cola 24 horas tas la inyeccion en peces xenotrasplantados con células
individualizadas y clasteres de la linea MDA-MB-231¢6FP-luc, N=3, * p < 0.05.

El cultivo en adherencia de las células tumorales previo al xenotrasplante y la mayor
abertura de las agujas, lo cual puede ayudar al mantenimiento de la estructura de los clUsteres,
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parecen ser los principales motivos que explican las diferencias observadas en
diseminacion del protocolo B respecto al A.

Dado estos resultados, consideramos que el protocolo B es més adecuado para la
obtencion de poblaciones de células individuales y clusteres bien diferenciadas, asi como
para la realizacion de los xenotrasplantes en embriones de pez cebra, por lo que se utilizd
en los ensayos posteriores.

2.2. Diseminacion y supervivencia de células tumorales y fibroblastos en
xenotrasplantes con clUsteres heterotipicos

Nuestro objetivo es estudiar el efecto que tienen los fibroblastos asociados a cancer
sobre la capacidad de diseminacion de los clusteres de dos lineas tumorales con
capacidades metastasicas muy diferentes. Para ello, se generaron cllsteres homotipicos y
heterotipicos, y se xenotrasplantaron en el Ducto de Cuvier. Los clusteres heterotipicos
fueron generados a partir de cocultivos previamente establecidos durante 24 horas entre
fibroblastos VCAF™C"™ y células tumorales (en relacion 1:2), un corto periodo de tiempo
que permite la interaccion tanto fisica como paracrina entre ambos tipos celulares previo
al ensayo. Ademas, la corta duracion del cocultivo evita una alteracion de la proliferacion
celular en las lineas MDA-MB-2316¢FP-luc y MCF7¢CFP-Iuc |as cuales ven su velocidad de
crecimiento afectada por la presencia de VCAF™"™ a |o largo del tiempo, tal y como fue
mostrado en la figura 9.

2.2.1. La interaccion entre MCF7¢CGFP-luc y yCAF™Cherty en clUsteres afecta a la
supervivencia de las células tumorales

A pesar de la limitada capacidad metastasica de esta linea tumoral en el pez cebra
observada en nuestro trabajo previo!®, nos planteamos determinar si los fibroblastos
VCAF™CMe™ podrian favorecer la supervivencia y diseminacion de los clusteres de células
MCF7¢CFP-Ii¢ en circulacion, y por lo tanto incrementar su capacidad metastasica.

En un primer analisis, se estudié el porcentaje de peces que muestran diseminacion de
células MCF7¢C7P1u¢ en a cola a las 24 y 72 horas post inyeccion (hpi), es decir, 24 y 72
horas tras el xenotrasplante de clisteres homotipicos y heterotipicos, a través de la
deteccidn de la fluorescencia producida por la proteina eGFP. La diseminacién en la cola
de las células MCF7¢CF>Iic 24 horas después del xenotrasplante es baja, tanto para los
xenotrasplantes homotipicos (30 + 11 %) como heterotipicos (38 £ 23%) (figura 18). El
volumen de células diseminadas disminuye drasticamente a las 72 horas tras la inyeccion
para ambos tipos de xenotrasplantes (3 £ 6% en clusteres homotipicos y 9 + 12% en
clusteres heterotipicos). Estos datos, ademas de confirmar la escasa capacidad metastasica
que caracteriza a esta linea celular, muestran una pobre supervivencia en la cola del
embrion del pez cebra a lo largo del tiempo, indicando a su vez que la presencia de
VCAFTCM™Y en Jos clisteres no incrementa la capacidad invasiva y de diseminacion de las
celulas tumorales.
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Figura 18. Diseminacién de las células MCF7¢6FP-luc en embriones de
peces cebra. Porcentaje de peces xenotrasplantados con clusteres
homotipicos de la linea MCF7¢6FP-luc (negro) y heterotipicos de
MCF 7¢GFP-luc y yCAFmMCherry (gris) con diseminacién de células
tumorales en la cola, a 24 y 72 horas post inyeccion (hpi). N=3.

Posiblemente, la baja capacidad metastasica y la gran mortalidad celular mostrada por la
linea MCF7¢¢FP1u¢ en |a cola del embrion del pez cebra puede enmascarar cualquier efecto
potenciador que los VCAF™ "™ pudieran tener en la diseminacion o supervivencia de las
células tumorales en la cola, como observamos en los ensayos funcionales in vitro. Por este
motivo, nos propusimos estudiar el efecto de los fibroblastos en la supervivencia de la linea
MCF7¢CFPl¢ en el propio sitio de inyeccion. Tal y como puede verse en las iméagenes
representativas mostradas en la figura 19A, existe una reduccion drastica en la presencia de las
células MCF7¢CFP¢ en el lugar de inyeccion entre el tiempo inicial y las 24 horas,
independiente de su inyeccién homotipica o heterotipica. Sin embargo, la intensidad de
fluorescencia de las células MCF7¢CFP1U¢ 24 horas tras la inyeccion es significativamente mayor
en aquellos peces xenotrasplantados con cllsteres heterotipicos comparados con aquellos de
clsteres homotipicos (1.1 x 108 + 1.1 x 10° u.a. vs. 7.3 x 10° + 8.4 x 10° u.a.; p < 0.01),
indicando un posible efecto positivo de los fibroblastos sobre la supervivencia de las células
tumorales en el sitio de inyeccion ya a las 24 horas tras el xenotrasplante (figura 19B).
Asimismo, a 72 horas tras la inyeccion la fluorescencia fue significativamente mayor en el
grupo de peces inyectados con clUsteres heterotipicos comparada con los homotipicos (2.67 x
10° +5.11 x 10° u.a. vs. 1.01 x 10° + 2.26 x 10°, respectivamente; p < 0.05). Sin embargo, la
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fluorescencia disminuye significativamente a lo largo del tiempo para ambas poblaciones,
demostrando la baja supervivencia de la linea MCF7¢¢F!u¢ en el modelo el pez cebra.
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Figura 19 Efecto de los VCAF™Cherry sobre la supervivencia de la linea MCF7¢GFP-luic gn
el Ducto de Cuvier de embriones de peces cebra xenotrasplantados. A. Imagenes
representativas de los xenotrasplantes iniciales a 0 hpi y de las células supervivientes
en el Ducto de Cuvier a las 24 hpi en embriones xenotrasplantados con MCF7¢6FP-luc y
MCF7¢CFP-luc junto a vCAF™Cherry_ B, Intensidad de fluorescencia de las células MCF7¢GFP-
luc de clasteres homotipicos y heterotipicos a las 24 y 72 horas tras el xenotrasplante.
Cada punto representa un pez. N=3. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.
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2.2.2. La interaccion entre MDA-MB-231eGFP-luc y vVCAFmCherry en clUsteres
afecta a la capacidad metastasica de las células tumorales

Dada la metastaticidad de la linea MDA-MB-23186FP-luc 192 'nog planteamos estudiar el
efecto de los VCAF™™ sopre la diseminacion de esta linea tumoral en el modelo del pez
cebra. En primer lugar, estudiamos el efecto de los fibroblastos sobre la diseminacion de las
células MDA-MB-231°¢FP-Iuc sin que haya habido una interaccion fisica previa entre ambos
tipos celulares, ni en cocultivo ni como parte de los clisteres. Para ello, se inyectaron
suspensiones celulares homotipicas y heterotipicas, esta Ultima obtenida mediante la
combinacion de ambas lineas celulares justo antes de la realizacién de los xenotrasplantes.

En estos experimentos se puede observar que aquellos peces xenotrasplantados con
suspensiones homotipicas muestran un mayor nimero de células tumorales en la cola que los
embriones xenotrasplantados con suspensiones heterotipicas a las 24 horas post-inyeccion,
reflejado en los valores de cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (1.27 x 10° + 1.14 x
108 u.a. vs. 9.34 x 10° + 1.08 x 10° u.a., respectivamente; p < 0.05) (figura 20). Asimismo, la
fluorescencia decae a las 72 horas en ambos grupos, pero esta sigue siendo mayor en el grupo
homotipico respecto al heterotipico (6.31 x 10° + 6.73 x 10° vs. 4.90 x 10° + 7.21 x 10% p <
0.05).
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Figura 20. Efecto de los vCAF™Che™y sobre la diseminacion de las MDA-MB-231¢6FP-uc en xenotrasplantes
de suspensiones celulares homotipicas y heterotipicas, sin interaccion previa de los fibroblastos con las
células tumorales. A. Imagen representativa de la diseminacion de MDA-MB-231¢CFP-luc 3 [a cola del
embrion 24 horas tras el xenotrasplante. B. Imagen representativa de la diseminacién de MDA-MB-
231€GFP-luc y yCAF™Chery 3 |a cola del embrion 24 horas tras el xenotrasplante. C. Intensidad de
fluorescencia verde detectada en las colas de embriones xenotrasplantados con suspensiones
homotipicas y heterotipicas de MDA-MB-231¢CGFP-lucy yCAFMCherry - 3 24 y 72 horas tras el xenotrasplante.
Cada punto representa un pez N=4. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Estos resultados indicarian que la presencia de los VCAF™"™ en el xenotrasplante
parece afectar negativamente la capacidad de diseminacion de la linea MDA-MB-231°6FP-luc,

Tras los resultados obtenidos, nos planteamos estudiar el efecto de la interaccién fisica
previa entre los VCAF™ " y |a linea MDA-MB-231C"P1“¢ sobre la diseminacion tumoral,
derivada del cocultivo y la formacion de clusteres celulares (Protocolo B anteriormente
descrito). Bajo estas condiciones, no se observan diferencias significativas entre ambas
poblaciones en el total de células diseminadas, aunque se puede apreciar cierta tendencia a una
mayor diseminacion en los peces xenotrasplantados con clusteres homotipicos en base a los
valores de fluorescencia (8 x 10° + 7.56 x 10° vs. 6.12 x 10° +5.17 x 10°; p > 0.05). Sin embargo,
en este caso la intensidad de fluorescencia se mantiene en el tiempo tanto para el grupo de
clasteres homotipico como para el de clisteres heterotipicos (8.4 x 10° + 8.13 x 10° vs. 6.71 X
10° + 6.89 x 10% p > 0.05) (figura 21).
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Figura 21. Efecto de los VCAF™he™ sobre la diseminacion de las MDA-MB-231¢GFP-luc en
xenotrasplantes de clisteres homotipicos y heterotipicos, con una interaccion previa de 24
horas de las células tumorales y los fibroblastos. A. Imagen representativa de la diseminacion de
MDA-MB-231¢CFP-luc 3 |3 cola del embridn 24 horas tras el xenotrasplante con clusteres
homotipicos. B. Imagen representativa de la diseminacién de MDA-MB-23 1eGFP-luc y yCAFmCherry 5
la cola del embrion 24 horas tras el xenotrasplante con clusteres heterotipicos. C. Intensidad de
fluorescencia verde detectada en las colas de embriones xenotrasplantados con clusteres
homotipicos (negro) y heterotipicos (gris) de MDA-MB-231¢CGFP-luc y yCAF™Cherry 3 24 y 72 horas
tras el xenotrasplante. Cada punto representa un pez. N=3.
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Por lo tanto, la interaccion previa en el cultivo y en los agregados celulares de las células
tumorales con los fibroblastos no parece afectar a la diseminacion de las MDA-MB-231°6FF-luc
aunque se aprecia una tendencia a mayor diseminacion a 24 horas en los peces
xenotrasplantados con clusteres homotipicos (p= 0.24), de un modo similar a como sucedia en
la figura 20. No obstante, la principal diferencia observada entre los xenotrasplantes realizados
con suspensiones celulares (figura 20) y aquellos realizados con clusteres (figura 21) es que
en estos Gltimos no se observa una disminucion de la fluorescencia a lo largo del tiempo,
indicando una mayor supervivencia de las células tumorales en los clusteres de CTC. Ademas,
esa supervivencia celular no parece estar afectada por los VCAF™"™  Asimismo, estos
resultados demuestran que la interaccion fisica de las células tumorales en los clusteres favorece
su supervivencia, como demostramos en un trabajo previo®®,

Segun trabajos anteriores realizados en el laboratorio!®®, existen diferencias en la
supervivencia a lo largo del tiempo de las células MDA-MB-231°CFP¢ xenotrasplantadas
segun se inyecten como células individualizadas y clusteres (figura 22). En estos experimentos
se pudo observar un claro descenso en el nimero de células diseminadas de la poblacion
individual de 24 a 72 horas, mientras que en la poblacion de clusteres permanece estable. Por
tanto, pese a que la diseminacion inicial de las células individualizadas es mayor que la de los
clusteres, la supervivencia de las células MDA-MB-231°¢FFi¢ en el embrion es mayor en
aquellos xenotrasplantes realizados con clUsteres de esta linea tumoral (figura 22).
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Figura 22. Diseminacion y supervivencia de MDA-
MB-231¢CFP-luc @n [as colas de embriones
xenotrasplantados con células individualizadas
(negro) y clusteres (gris). Intensidad de
fluorescencia detectada en la cola de embriones a
24 y 72 horas tras la inyecciéon. N=6. ** p < 0.01.
n.s. no significativo.
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Por tanto, los resultados indican que los VCAF™C"™ no afectan a la diseminacion de
los clusteres de las células MDA-MB-231°C7P1¢ en los xenotrasplantes realizados, incluso
se observa una tendencia hacia un efecto negativo sobre la diseminacion de las células
tumorales. Para entender mejor este resultado se realizaron xenotrasplantes de clisteres
homotipicos y heterotipicos de estas lineas celulares en el espacio perivitelino de los
embriones de pez cebra, desde donde las células xenotrasplantadas deben invadir e
intravasar activamente para poder acceder al sistema circulatorio y diseminar a la cola!®.
En estos experimentos se evalud por un lado la capacidad invasiva y de migracion de las
células tumorales, cuantificando el nimero de frentes de invasion tumoral, y por otro lado
la capacidad de diseminacion a la cola de los peces (figura 23A).

A

0 hpi 24 hpi

Homotipico

Heterotipico

B MDA-MB-231¢6¥FPue € MDA-MB-231°CFP e o b motipico

5 ok ok 5- ] Heterotipico

Frentes de invasion
~ w
) ]
R
.
N° celulas diseminadas en cola
T

24h 72h 24h 72h

Figura 23. Efecto de vCAF™Cchery en la diseminacion de MDA-MB-231¢6FP-lic en xenotrasplantes en el
espacio perivitelino de embriones de pez cebra. A. Imagenes representativas de xenotrasplantes de
clasteres homotipicos y heterotipicos de MDA-MB-231¢GFP-luc y yCAF™Cherry 3 tiempo inicial y 24 hpi. B.

Numero de frentes de invasiéon detectados en el sitio inicial del xenotrasplante en los peces
inyectados con clusteres homotipicos (negro) y heterotipicos (gris), a 24 y 72 horas tras la inyeccion.
C. Numero de células diseminadas en la cola de embriones xenotrasplantados con clusteres
homotipicos (negro) y heterotipicos (gris), a 24 y 72 horas tras la inyeccion. N=4. *** p < 0.001.
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Los resultados muestran que el numero de frentes de invasion detectados es
significativamente mayor en aquellos embriones xenotrasplantados con clisteres homotipicos
respecto a los heterotipicos, tanto a 24 (2.2 + 1 vs. 1.6 + 1.1, p<0.05) como a 72 horas (2.8 +
1.5vs. 2 £ 1, p<0.05) (figura 23B). Sin embargo, no se observd un mayor numero de células
tumorales diseminadas en la cola de los embriones en la poblacion inyectada con cllsteres
heterotipicos (figura 23C).

3. COMPARATIVA DEL EFECTO DE VCAFMCHERRY v FIBROBLASTOS NORMALES (BJ) SOBRE LA
DISEMINACION TUMORAL EN MODELOS IN VIVO

Debido a la inesperada falta de efecto de los VCAF™"™ sobre la diseminacion de MDA-
MB-231°CFP-Ilc en el pez cebra, nos propusimos repetir los xenotrasplantes con una linea de
fibroblastos primarios normales humanos BJ y comparar su comportamiento con el de
VCAFTCMe™Y respecto a la diseminacion de las células tumorales. Estos fibroblastos primarios
no han estado en un ambiente tumoral, por lo que no deberian modificar el potencial de
diseminacion de la linea tumoral. Para ello, se generaron clusteres heterotipicos formados por
MDA-MB-231°¢¢FFlic y By xenotrasplantes en las mismas condiciones que se generaron en
los experimentos con la linea VCAF™Cer™,

3.1. Los fibroblastos vVCAF™Chery y BJ presentan el mismo comportamiento respecto
a la diseminacion de las células tumorales

La diseminacion de MDA-MB-231°¢F7-u¢ 3 |a cola de los embriones xenotrasplantados,
medida en base a su fluorescencia, no varia entre aquellos individuos inyectados con clusteres
homotipicos y heterotipicos formados por MDA-MB-231°CFi¢ y BJ (figura 24).
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Figura 24. Intensidad de fluorescencia producida por la linea tumoral
detectada en las colas de embriones xenotrasplantados con clusteres
homotipicos (negro) y heterotipicos (gris) de MDA-MB-231eCFP-luc y BJ, a
24 y 72 horas tras el xenotrasplante. Cada punto representa un pez. N=2.

Las intensidades de fluorescencia detectadas son similares entre los embriones inyectados
con clusteres homotipicos a 24 horas (1.13 x 10° + 1.34 x 10°) y 72 horas tras el xenotrasplante
(9.78 x 10° + 1.11 x 10°), comparados con aquellos inyectados con clisteres heterotipicos a 24
horas (1.15 x 10 + 1.25 x 10%) y 72 horas tras el xenotrasplante (1.12 x 10® + 9.89 x 10°). Estos
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resultados guardan una gran similitud con la diseminacion de las células tumorales en los
xenotrasplantes de MDA-MB-231¢P¢ con los fibroblastos VCAF™CM™ previamente
mostrados (figura 21), en la que los embriones xenotrasplantados con cllsteres
homotipicos y heterotipicos mostraban fluorescencias similares a las 24 y 72 horas tras la
inyeccion.

El efecto similar que muestra la linea BJ comparada con la linea VCAF™"™ sopre la
diseminacion de MDA-MB-231°CFP1¢ parece indicar que las células VCAFTC™ pese a
proceder de un ambiente tumoral, no poseen un fenotipo que favorezca la invasion de las
celulas tumorales.

3.2. La presencia de VCAF™Chery diseminados favorece la supervivencia y
proliferacion de las células tumorales

Los resultados obtenidos en los xenotrasplantes de clusteres heterotipicos sugieren
que la presencia de los fibroblastos VCAF™C™ en el sitio de inyeccion (tumor primario)
no parece ejercer un efecto pro-invasivo sobre la linea tumoral MDA-MB-231°¢FF-c de
forma similar a como se comportan los fibroblastos no activados BJ. Sin embargo, en estos
experimentos observamos que no todos los embriones xenotrasplantados muestran
fibroblastos VCAF™"™ diseminados en la cola, a pesar de si observarse diseminacion
tumoral. Por ello, nos planteamos llevar a cabo un estudio mas detallado del grado de
diseminacion celular. Asi, el porcentaje de peces xenotrasplantados con clusteres
heterotipicos que muestran VCAF™C"™ diseminados en la cola a las 24 horas tras la
inyeccidn es de un 70 = 8 %, y este disminuye hasta un 42 £ 10 % a las 72 horas (figura
25A)). Este fendmeno no parece ser exclusivo de los VCAF™™ ya que los fibroblastos
BJ muestran un patron de diseminacion similar (figura 25B), y estaria indicando que se
estd produciendo una migracion conjunta de los fibroblastos con las células MDA-MB-
231°CFPlic en |la mayoria de los embriones, derivada de la agregacion celular en los
clusteres. Si bien la diseminacion inicial es similar entre VCAF™"™ y BJ (70% y 57%,
respectivamente), esta parece disminuir en el tiempo (42% vs. 19%), lo que indicaria una
supervivencia limitada en el embrion, siendo este efecto menos pronunciado para los
fibroblastos vVCAFMChery,
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Figura 25. Porcentaje de diseminacion de fibroblastos a la cola de embriones
de pez cebra. A. Porcentaje de peces xenotrasplantados con clusteres
heterotipicos formados por MDA-MB-23 1¢GFP-luc y yCAF™Chery que muestran
vCAF™Cherry diseminados en la cola a 24 y 72 horas tras el xenotrasplante. B.
Porcentaje de peces xenotrasplantados con clusteres heterotipicos formados
por MDA-MB-231¢GFP-luc y BJ que muestran BJ diseminados en la cola a 24 y
72 horas tras el xenotrasplante.

Estos resultados indican que la supervivencia de los fibroblastos diseminados, tanto
VCAF™Ce™ como BJ, disminuye en el tiempo y, ademas, que hay peces en los que las células
MDA-MB-231°¢FP-u¢ han diseminado en solitario hasta la colay, por lo tanto, no como clisteres
heterotipicos. En base a esta observacion, nos planteamos analizar los resultados en funcion de
la presencia o no de VCAF™C"™ y BJ diseminados en la cola, con el fin de estudiar un posible
efecto de su presencia sobre el volumen de células tumorales diseminadas a lo largo del tiempo,
en términos de supervivencia y/o proliferacion.

En este analisis se observa una mayor fluorescencia asociada a las células MDA-MB-
231°CFP-Iic en a cola a 24 horas en los embriones con diseminacion de VCAF™™ comparado
con aquellos que no presentan diseminacion de fibroblastos (7.6 x 10° + 5.1 x 10°vs. 2.3 x 10°
+ 2.7 x 10°; p< 0.0001; figura 26A). Estas diferencias entre ambas poblaciones de embriones
se mantuvieron a las 72h (1.1 x 10° + 7.5 x 10°vs. 3.3 x 10° + 3.7 x 10°%; p< 0.0001). De forma
interesante, en aquellos embriones con diseminacion de VCAF™C"™ en |a cola, se observa un
aumento significativo en el volumen de células tumorales diseminadas de 24 a 72 horas,
determinado por un incremento en la sefial de fluorescencia (7.6 x 10° a 24 horasvs. 1.1 x 108
a 72 horas; p< 0.05; figura 26A), efecto que no se observa en embriones sin VCAFMChemy
diseminados. Este resultado muestra que la diseminacion de las células MDA-MB-2318CF-luc
es mayor en aquellos embriones en los que también se observan vVCAF™"™ en |a cola, lo que
podria indicar que se ha producido una mayor diseminacion general de ambas poblaciones
celulares inyectadas, sin que los fibroblastos tengan un efecto aparente. Esto se ha corroborado
mediante el andlisis de diseminacion de los embriones xenotrasplantados con clusteres
heterotipicos con los fibroblastos BJ, el cual también muestra una mayor fluorescencia en la
cola de los embriones con presencia de fibroblastos tanto a 24 como 72 horas, comparado con
aquellos que no presentan diseminacion de BJ (24h: 2.12 x 10° + 1.3 x 10°vs. 8.83 x 10°+ 7.31
x 10°; 72h: 2.16 x 10° + 7.65 x 10%vs. 9.28 x 10° + 8.93 x 10°; p< 0.0001; figura 26B).
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Figura 26. A. Intensidad de fluorescencia de las células MDA-MB-231¢C¢FP-luc diseminadas a la cola de
los embriones xenotrasplantados en funcién de la presencia (rojo) o ausencia (negro) de vCAF™Cherry
diseminados. B. Intensidad de fluorescencia de las células MDA-MB-231¢GFP-lic diseminadas a la cola
de los embriones xenotrasplantados en funcién de la presencia (azul) o ausencia (negro) de BJ
diseminados N=3. * p < 0.05, **** p < 0.0001.

Este resultado sugiere que, en ambos conjuntos de experimentos, la mayor presencia
de las células tumorales cuando también han diseminado los fibroblastos se debe
posiblemente a una diseminacion conjunta y pasiva de ambos tipos celulares desde el sitio
de inyeccion a la circulacion, en lugar de a un efecto activo pro-diseminacién de los
VCAF™C™ sopre las células tumorales. En este sentido, un analisis de regresion lineal a
las 24 horas entre los niveles de fluorescencia verde emitida por las células MDA-MB-
2318CFP-luc v [a fluorescencia roja emitida por los fibroblastos VCAF™"™ no mostré una
correlacion clara entre ambas sefiales (R? = 0.15 a 24h; R=0.36 a 72h), lo que sugiere que
el volumen de células tumorales diseminadas no es dependiente del volumen de
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fibroblastos VCAF™C"™ diseminado, y viceversa (figura 27A y B). En base a estos resultados,
podemos interpretar que existe cierta diseminacion pasiva de las células MDA-MB-231CFP-lu

y VCAFTCMe™ en el pez cebra, aunque no se puede descartar un mecanismo mediado por los
fibroblastos.
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Figura 27. Analisis de regresion lineal entre la fluorescencia emitida por las células vCAF™chery y MDA-MB-
231¢GFP-luc diseminadas en cola 24 (A) y 72 (B) horas tras el xenotrasplante.

Es importante destacar que la presencia de VCAF™"™ en la cola de embriones
xenotrasplantados con clusteres heterotipicos esta acompafiada de un aumento en el tiempo de
la supervivencia y/o proliferacion de las células MDA-MB-231C7P1¢ diseminadas (p< 0.05),
lo que podria indicar que los fibroblastos podrian estar ejerciendo un efecto positivo sobre las
celulas tumorales diseminadas. De hecho, este efecto no se observa en aquellos embriones con
presencia de BJ diseminados (p> 0.05). Por tanto, este resultado parece indicar que los
VCAFTCMe™ nese a no favorecer la diseminacion inicial de las MDA-MB-231C71¢ desde el
Ducto de Cuvier, podrian estar facilitando no solo la supervivencia, sino la proliferacion de las
células MDA-MB-2315CFIue diseminadas en la cola del pez.

En conclusion, este conjunto de resultados muestra un efecto positivo de los fibroblastos
VCAFM™CMe™ sopre la supervivencia y proliferacion de las células MDA-MB-231CFP1¢ sin
afectar de forma significativa su capacidad de invadir y diseminar en el embrién del pez cebra.

3.3. La supervivencia en el tiempo de fibroblastos VCAF™Che™y favorece la
proliferacién de las células tumorales.

Previamente se ha mencionado que la supervivencia de los fibroblastos vCAF™Chey
diseminados disminuye en el tiempo (figura 25A), lo cual parece estar en contradiccion con el
incremento temporal en el volumen de células tumorales observado (figura 26A). Con el
objetivo de entender mejor la posible regulacion de los VCAF™"™ sobre la supervivencia y
proliferacion de las células MDA-MB-231¢F-¢ nos propusimos analizar si dicho efecto era
dependiente de la presencia mantenida en el tiempo de los fibroblastos, o establecido en las
primeras horas tras la diseminacion por la circulacion del pez.

Para ello, los embriones con VCAF™"™ diseminados se analizaron divididos en dos
grupos segun muestren fibroblastos en la cola tanto a 24 como a 72 horas (VCAF 24-72h), o
solo a 24 horas (VCAF 24h) tras el xenotrasplante. Esto nos permite estudiar si la supervivencia
de los fibroblastos en la cola del pez puede estar relacionada con la supervivencia y/o
proliferacion de las células tumorales diseminadas. Inicialmente, analizamos la sefial de
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fluorescencia asociada a los VCAF™C"™ en ambos grupos. En este analisis se observa una
tendencia hacia un mayor volumen de fibroblastos VCAF™ "™ diseminados a las 24 horas tras
el xenotrasplante en aquellos embriones del grupo VCAF 24-72h, en comparacion con
aquellos embriones VCAF 24h (6.38 x 10° + 5.66 x 10°vs. 3.95 x 10° + 3.86 x 10°; p=0.07;
figura 28A). El seguimiento en el tiempo de esos fibroblastos indica que el volumen de
células diseminadas a las 72h no es significativamente diferente del observado a las 24
horas (6.27 x 10° + 6.43 x 10° vs. 4.8 x 10° + 5.18 x 10°%; p=0.17; figura 28B), aunque se
observa una disminucion asociada a muerte celular. Este resultado indicaria que algunos
fibroblastos VCAF™C"™ tienen la capacidad de sobrevivir una vez diseminados en el pez.
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Figura 28. Diseminacion de vCAF™tey en peces xenotrasplantados con clisteres heterotipicos de
MDA-MB-231¢CFP-lucy yCAFmChery A Volumen de diseminacion de vCAF™Che™y 3 [as 24 horas tras el
xenotrasplante en aquellos peces cuyos fibroblastos sobreviven a las 24 y 72 horas (negro) o solo a las
24 horas (gris). B. Supervivencia de vCAF™he™ diseminados a lo largo del tiempo.

Por otro lado, llevamos a cabo el analisis de las sefiales de fluorescencia asociada a las
células MDA-MB-231°¢FFIu¢ \seinticuatro horas tras el xenotrasplante, los embriones con
VCAFTC™Y presentes en ambos tiempos (VCAF 24-72h) muestran un mayor volumen de
diseminacion tumoral que los peces con VCAFTCM™ solo presentes a 24 horas (VCAF 24h),
si bien esta diferencia no es significativa (p= 0.13; figura 29A). Sin embargo, a las 72
horas, el nimero de células tumorales diseminadas es significativamente mayor en el
primer grupo (1.1 x 10% + 7.5 x 10%vs. 4.7 x 10° + 4.3 x 10°; p< 0.001), debido a un claro
aumento en el nimero de MDA-MB-231°CFP1¢ presentes en la cola de los embriones en el
tiempo (24h =8.4 x 10° + 5.4 x 10% vs. 72h = 1.1 x 10° + 7.5 x 10°%; p< 0.05; figura 29A).
Este resultado no se observa en los experimentos control con la linea de fibroblastos BJ,
donde a pesar de haber una mayor diseminacion tumoral inicial en los embriones con BJ
presentes a 24 y 72 horas (2.9 x 10° + 1.4 x 10%vs. 1.7 x 10° + 1.1 x 10°; p< 0.05), el
volumen de MDA-MB-231°¢FPIu¢ en este grupo disminuyd significativamente entre los
puntos de 24 y 72 horas (2.9 x 10° + 1.4 x 10° vs. 1.3 x 10° + 1.3 x 10°; p< 0.05; figura
29B).
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Figura 29. Volumen tumoral de las células MDA-MB-231¢CFP-luc en |a cola segun
la supervivencia de los fibroblastos a lo largo del tiempo. A. Intensidades de
fluorescencia a 24 y 72 horas de las células MDA-MB-231¢GFP-luc diseminadas en
embriones con vCAF™he™ en cola a 24 y 72 horas (rojo oscuro) y solo a 24
horas (rojo claro). B. Intensidades de fluorescencia a 24y 72 horas de las
células MDA-MB-231¢GFP-luic diseminadas en embriones con BJ en cola a 24y 72
horas (azul oscuro) y solo a 24 horas (azul claro). N=3. * p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.001.

Para estudiar en detalle el efecto de los VCAF™C"™ y BJ sobre la proliferacion de las
células MDA-MB-231¢FP1u¢ en |a cola de los embriones, se compararon los valores de
intensidad de fluorescencia obtenidos a 24 y 72 horas para los embriones con fibroblastos
diseminados a 24 y 72 horas y embriones con fibroblastos diseminados solo a 24 horas. Este
analisis nos permite determinar la proporcion de embriones en los que el numero de células
tumorales diseminadas en las colas aumenta o disminuye con el tiempo en base a la
supervivencia de los fibroblastos. Observamos que en el grupo vVCAF 24-72h hay un mayor
porcentaje de peces cuya cantidad de MDA-MB-231¢F>c diseminadas aumenta respecto al
grupo de VCAF 24h (69.4 + vs. 33.3 + 16.4). Al mismo tiempo, en el grupo VCAF 24-72h hay
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un menor porcentaje de peces con disminucion de la cantidad de MDA-MB-231¢6FP-luc
diseminadas en comparacion al grupo VCAF 24h (23.1 £ 11.2 vs. 52.3 + 16.5) (figura 30A). En
el caso de la linea BJ, no se observan diferencias en estos porcentajes para ninguno de los
dos grupos, observandose que la mayoria de los embriones con BJ diseminados ven
reducido su cantidad de MDA en cola independientemente que los BJ sobrevivan o no hasta
las 72 horas (61.1 + 1.6 vs. 73.9 £+ 1.6) (figura 30B).

A B
100 1007
Hl vCAF 24-72h Hl BJ24-72h
* % * %k
80 = vCAF 24h 80 = BJ 24h
—
% w
o 60 ¢ 60
@ ]
=9 =9
Q\Q 40+ =\= 40—
20 20—} |‘|
0% T m U T
N & & & & &
A N & oa N o
&

Figura 30. Porcentaje de embriones que muestran un aumento o disminucién de la intensidad de
fluorescencia emitida por las células MDA-MB-231¢GFP-luc diseminadas en la cola de 24 a 72 horas, tras
el xenotrasplante con clisteres heterotipicos formados por MDA-MB-231€6FP-luc . yCAFmCherry (A: N=2)
y clasteres heterotipicos formados por MDA-MB-231¢6FP-luc + BJ (B; N=3). Cambios en fluorescencia de

24 a 72 horas menores del 10% se consideraron como invariables. ** p < 0.01

Estos resultados indican que hay un porcentaje de peces significativamente mayor que
muestran un aumento de fluorescencia de MDA-MB-231CF-c de 24 a 72 horas cuando
los VCAF™C™ diseminados sobreviven en la cola, comparados con aquellos embriones
que cuyos VCAF™C™ diseminados mueren pasadas las 24 horas. Consecuentemente, se
observa un mayor porcentaje de peces con disminucion de la fluorescencia de MDA-MB-
231°CFP-Ilc en el tiempo cuando los fibroblastos VCAF™C™ diseminados no sobreviven 72
horas tras el xenotrasplante. Estas diferencias refuerzan los resultados obtenidos de la
figura 26A e indican que la presencia de VCAF™™ diseminados en la cola a lo largo del
tiempo favorece la supervivencia y proliferacion de las células MDA-MB-2318CFP-luc
diseminadas. En contraste, la mayor parte de los peces con BJ diseminadas muestran una
disminucion de la cantidad de MDA-MB-231°¢FF-Iu¢ en el tiempo, independientemente de
que los fibroblastos BJ sobrevivan o no hasta las72 horas.

En conjunto, estos resultados indicarian que la supervivencia en el pez cebra de los
fibroblastos VCAF™C™ tras su diseminacion inicial favorece la proliferacion de las células
tumorales MDA-MB-231°8CFP-luc,

3.4. El efecto de vVCAF™CeY sophre MDA-MB-2316CFP-Iic gstg determinado por la
interaccion fisica entre ambas poblaciones celulares.

Con el objetivo de discernir si la mayor supervivencia y proliferacion de MDA-MB-
231°CFP-lic en presencia de fibroblastos VCAF™™ diseminados en la cola de los
embriones xenotrasplantados clusteres heterotipicos se debe a una interaccion fisica
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(derivada de la clusterizacion) entre las células tumorales y los fibroblastos, se estudid la
interaccion entre ambos tipos celulares en la cola de los embriones. Si los VCAF™C™ estan
favoreciendo la capacidad metastasica de las células MDA-MB-231°CF1¢ e esperaria que el
claster heterotipico se conserve tras su diseminacion y que los fibroblastos aparezcan proximos
a las células tumorales una vez hayan diseminado a la cola. Un andlisis cualitativo mostr6 que
en las colas de los peces xenotrasplantados con clusteres heterotipicos de MDA-MB-2318CFP-
luc y VCAF™CY se observaron dos situaciones, i) la colocalizacion de las células tumorales y
los fibroblastos diseminados, vy ii) la aparicion de los dos tipos celulares separados fisicamente
en la cola (figura 31A 'y B). Mediante un estudio cuantitativo de colocalizacidon celular, en base
a las fluorescencias de ambos tipos celulares, determinamos que el porcentaje de colocalizacion
a las 24 horas en aquellos embriones del grupo CAF 24h es menor que en aquellos peces del
grupo CAF 24-72h (3.71 £ 5.29 % vs. 8.68 £ 7.47; p< 0.01), mientras que los porcentajes de
colocalizacion en este Gltimo grupo de peces se mantienen entre las 24 y las 72 horas (8.68 +
7.47 vs. 7.36 £ 9.12; p> 0.05) (figura 31C). No obstante, este analisis representa una
infraestimacion de la interaccién fisica de ambas lineas celulares, ya que esta basado en la
determinacion del solapamiento de las fluorescencias.
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Figura 31. Analisis de la interaccion vCAF™cey con MDA-MB-231¢CFP-luc en [a cola de embriones
xenotrasplantados con clusteres heterotipicos. A. Imagen representativa de la interaccion fisica de
VCAF™Cherry con MDA-MB-231¢CGFP-luc en [a cola de embriones xenotrasplantados con clusteres
heterotipicos. B. Imagen representativa de vCAF™chery y MDA-MB-231¢6FP-luc separados fisicamente
en la cola de embriones xenotrasplantados con clusteres heterotipicos. C. Porcentaje de
colocalizacién a 24 y 72 horas entre las células MDA-MB-23 1¢6FP-luc y yCAF™Chery en |a cola de peces
con VCAF™Cherry sypervivientes solo a las 24 horas (gris) y con CAF supervivientes a las 24 y 72 horas
(negro). N=3. ** p < 0.01.
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Estos resultados muestran que existe una mayor interaccion fisica entre las células
tumorales y los VCAF™"™ en el grupo de peces cuyos fibroblastos sobreviven en el
tiempo, y parece indicar que dichas interacciones célula-célula tienen un papel en el
aumento de la supervivencia y proliferacion de MDA-MB-231¢¢77-1u¢ 'y nosiblemente de
los fibroblastos.

Con el objetivo de entender como las interacciones fisicas existentes entre MDA-MB-
231°8CFP-luc v yCAFMCRe™Y diseminados pueden estar favoreciendo la supervivencia de la
linea MDA-MB-231C"P1¢ se |levo a cabo un inmunoensayo capaz de determinar los
niveles relativos de un panel de citoquinas y quimiocinas producidas por las dos lineas en
monocultivo y co-cultivo.

En este ensayo, las membranas donde estan situados los anticuerpos especificos para
cada citoquina fueron incubadas con medio procedente de monocultivo de MDA-MB-
231°CFPlic monocultivo de vVCAF™CM™ cocultivo con interaccion fisica entre MDA-MB-
231°8CFP-lic y yCAF™CY 'y cocultivo con separacion fisica por una membrana permeable
que permite el intercambio de factores solubles entre MDA-MB-231°6CFP-lue y y,C AFMChery
(interaccién paracrina). Se detectan diferentes niveles de expresion de las citoquinas
dependiendo de la procedencia del medio con el que se incuban las membranas (figura
32).
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Figura 32. Determinacion de citoquinas en medios de cultivo procedentes de monocultivos y
cocultivos de las células MDA-MB-231¢eGFP-luc y yCAF™Cherry . Membranas con anticuerpos contra diversas
citoquinas incubadas con medio procedente de cultivos de MDA-MB-231¢GFP-luc yCAFMCherry - cocultivo

de interaccién fisica MDA-MB-231eGFP-luc 4+ yCAFmCherry y cocultivo de interaccién paracrina MDA-MB-
231 eGFP-luc 4 VCAFmCherry‘

Los niveles de expresién de aquellas citoquinas que fueron detectadas en el ensayo se
muestran en las figuras 33A 'y B. Un numero de ellas no muestran variacion en su expresion
entre los monocultivos de cada linea celular y los cocultivos (MIF, Serpin E1/PAI-1 e IL-
8), mientras que otras apenas se expresan en la linea VCAF™"™ | pero se detectan tanto en
la linea MDA-MB-231°¢FP'¢ como en ambos tipos de cocultivos (G-CSF, GM-CSF, IL-6
y CXCL1/GROa). Sin embargo, es interesante destacar aquellas citoquinas cuya expresion
solo es detectada en los cocultivos, pero no en las lineas aisladas. Por ejemplo,
CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10 e ICAM1/CD54 se expresan solamente en los cocultivos
de interaccion fisica de MDA-MB-231¢FP-lue yy yCAFMC™  mientras que CCL2/MCP1
solo es detectada en los cocultivos separados fisicamente.
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Figura 33. Niveles de citoquinas detectados en medios de cultivo procedentes de monocultivos y
cocultivos de las células MDA-MB-231¢GFP-luc y [inea vCAF™Chery A Niveles de citoquinas expresados por la
linea MDA-MB-231¢CFP-luc (negro) y la linea vVCAF™Chey (gris). B. Niveles de citoquinas detectados en
cocultivos de interaccion fisica entre estas dos lineas (negro) y cocultivos de interaccion paracrina
separados fisicamente por una membrana (gris). N=1.

Este resultado muestra que las lineas MDA-MB-231°86FP-luc y yCAFMChe™ secretan factores
solubles que participan de una comunicacion intercelular. Ademas, ciertas citoquinas son solo
detectadas cuando ambas lineas celulares estan en cocultivo, siendo la mayoria de ellas
observadas en los cocultivos de interaccion fisica, lo que sugiere un fenémeno de comunicacion
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dependiente en gran medida del contacto fisico. Cabe destacar que las citoquinas
CCL5/RANTES, CXCL10/I1P-10 e ICAM/CD54 aumentan la motilidad e invasion de las
células tumorales, siendo CXCL10/IP-10 e ICAM/CD54 ademaés potenciadoras de un fenotipo
metastasico en células tumorales de cancer de mama!®®-1%. Por tanto, la secrecion de estas
citoquinas podria ser un factor contribuyente a la supervivencia y proliferacion de las células
MDA-MB-231°¢FP-Iuc ghservada en la cola del pez, cuando los fibroblastos VCAF™C™ estan
presentes e interaccionando con las células tumorales diseminadas.

3.5. Los clusteres heterotipicos no poseen una ventaja metastasica en el raton

Debido a que los VCAF™ "™ no favorecen la diseminacion de las células tumorales a la
cola del pez, pero si su supervivencia y proliferacion una vez diseminadas, se propuso un
experimento de colonizacion pulmonar en modelos murinos, con el objetivo de estudiar las
capacidades de anidamiento y crecimiento metastasico de las células tumorales en presencia de
fibroblastos. Para ello, se generaron clusteres homotipicos y heterotipicos, formados por células
MDA-MB-231°¢FF-ic g MDA-MB-2318CFP-Iuc y yCAFMCh™ en yna ratio 1:2 (fibroblasto: célula
tumoral), los cuales fueron inyectados en la vena lateral de la cola de ratones inmunodeficientes
SCID-beige. Se estudio la colonizacion de las células tumorales en los pulmones de los ratones
y su evolucioén a lo largo del tiempo mediante la medicidn de la sefial bioluminiscente producida
por la linea MDA-MB-231°CF-Ic g] metabolizar luciferina. Se puede observar la presencia de
células tumorales en el tejido de pulmones extraidos de los ratones xenotrasplantados con
clasteres homotipicos y heterotipicos al final del experimento (Figura 34A y B). Sin embargo,
mediante los analisis histopatoldgicos no se pudo confirmar la presencia de VCAF™"™ en |os
pulmones de los ratones, por lo que no se puede saber si estos estan presentes en las lesiones
metastasicas.
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Figura 34. Colonizacion pulmonar de clusteres homotipicos de MDA-MB-231¢CGFP-lucy heterotipicos de
MDA-MB-231€GFP-luc 4 yCAF™Cherry - A Imagen representativa de metastasis pulmonares generadas en
ratones xenotrasplantados con clisteres homotipicos de MDA-MB-231¢GFP-luc(A) y clusteres heterotipicos
de MDA-MB-231¢GFP-luc yy yCAF™Cherry (B) visualizadas con hematoxilina-eosina (H&E), y secciones de tejido
tefidas con un anticuerpo para queratinas humanas. Barras de escala 100 pm.
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Mediante el estudio de la progresion metastasica a través de la bioluminiscencia, se
observa una mayor sefial en los ratones xenotrasplantados con clusteres homotipicos a lo
largo del tiempo comparados con aquellos xenotrasplantados con clUsteres heterotipicos
(figura 35A). El volumen de metéstasis pulmonar al final del ensayo es significativamente
mayor en aquellos individuos que fueron inyectados con clusteres homotipicos en
comparacion con aquellos inyectados con clisteres heterotipicos (1.0 x 10 + 1.5 x 10° vs.
4.6 x 10° + 1.4 x10°; p< 0.05) (figura 35B), asi como el niimero de metastasis observadas
en el examen histoldgico de los tejidos pulmonares (321.2 + 101 vs. 129.4 £+ 87; P< 0.05;
figura 35C). Asimismo, se observa una gran disminucion de la sefial bioluminiscente en
los primeros tres dias del ensayo en ambos grupos, indicativa de muerte celular (figura
35A). Asi, el cambio relativo de la sefial bioluminiscente en los pulmones de los ratones
entre el tercer dia del experimento respecto al dia de la inyeccién celular es menor en los
ratones xenotrasplantados con clisteres homotipicos respecto a heterotipicos (0.29 + 0.15
vs. 0.15 + 0.08; p> 0.05; figura 35D).
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Figura 35. Colonizacién pulmonar de clusteres homotipicos de MDA-MB-231¢GFP-luc y heterotipicos de
MDA-MB-231eGFP-luc + yCAF™Cherry - A Sefial bioluminiscente a lo largo del tiempo de los ratones
inyectados con clusteres homotipicos (negro) y heterotipicos (gris). B. Sefial bioluminiscente de los
pulmones a tiempo final en ratones inyectados con clusteres homotipicos (negro) y heterotipicos
(gris). C. Numero de metastasis a tiempo final en los pulmones de ratones inyectados con clusteres
homotipicos (negro) y heterotipicos (gris). D. Cambio relativo de la sefial bioluminiscente entre
tiempo inicial y 3 dias en ratones inyectados con clusteres homotipicos (negro) y heterotipicos (gris).
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Estos datos muestran que la incidencia de muerte celular observada en los tres primeros
dias del ensayo es mas acusada en los xenotrasplantes con clusteres heterotipico. Por lo tanto,
los resultados indican que los clusteres homotipicos de MDA-MB-231°CF>1U tienen un mayor
potencial metastasico que los clusteres heterotipicos con los fibroblastos VCAF™ ™ cuando
son xenotrasplantados en la vena lateral de la cola de ratones.

4. CARACTERIZACION DEL FENOTIPO MOLECULAR DE VCAFMCHERRY y B]

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que la linea VCAF™"™ no favorece la
diseminacion de las células tumorales en los modelos de pez y raton. Ademas, se observa que
el efecto de la linea VCAF™C™ sobre la diseminacion de la linea MDA-MB-2316CFP-¢ gn gl
pez cebra es muy similar al efecto de la linea BJ. Sin embargo, si se observa un efecto sobre la
supervivenciay proliferacion de las células tumorales diseminadas no observado con las células
BJ, aunque este efecto esta restringido al modelo de pez cebra. Debido a esto, nos propusimos
estudiar en detalle el perfil molecular de los VCAF™CM™ (en comparacion con los fibroblastos
BJ) con el fin de determinar la expresion de marcadores moleculares asociados a la activacion
de los fibroblastos en el ambiente tumoral, ya que su comportamiento no parece ser el
comunmente atribuido a los CAF.

4.1. Los fibroblastos vVCAF™Chery presentan un perfil de expresion de marcadores de
activacion similar a fibroblastos BJ

En primer lugar, mediante RT-gPCR se estudiaron los niveles basales de expresion de una
serie de marcadores moleculares asociados a la activacion de fibroblastos en el ambiente
tumoral (FNAL, FSP1, FAP, ACTA2, PDGFRa, PDGFRp, y TNC), esperando observar
diferencias de expresion entre la linea VCAF™ ™ y |a linea BJ. En los resultados de expresion
génica no se observan diferencias significativas de expresion basal de los marcadores de
activacion de fibroblastos estudiados, aunque se detectan tendencias de una mayor expresion
de los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas a y f (PDGFRa y PDGFRJ)
en la linea VCAF™C™ (0,03 + 0,006 y 0,14 + 0,04, respectivamente) comparado con la
expresion en la linea BJ (0,006 + 0,002 y 0,05 + 0,01) (figura 36).
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Figura 36. Expresion génica de marcadores de activacién de fibroblastos para las lineas vCAF™Cherry
(negro) y BJ (gris). Los marcadores estudiados son: FN1, FSP1, FAP, ACTA2, PDGFRa, PDGFRB y TNC.
Los niveles de expresion se muestran como 2 elevado a la potencia negativa del ACt. N=3.

Estos resultados indican que el perfil molecular de ambas lineas de fibroblastos en estado
basal es semejante, lo que podria explicar la falta de efecto de los VCAF™™ sobre la
diseminacion tumoral, ya que no se observan rasgos claros de activacion. Asimismo, los
resultados presentados en la seccion 1.2 muestran que el intercambio de factores solubles
entre VCAF™™ y |as células tumorales no es capaz de cambiar de forma sustancial el
perfil molecular de estos fibroblastos, lo que sugiere que no son capaces de responder a los
factores secretados por las células tumorales. Asimismo, el ensayo de produccion de
citoguinas mostré que en cocultivos con interaccion exclusivamente paracrina no se
detectan citoquinas detectadas en cocultivos con interaccion fisica. Por tanto, estos
resultados indican que los fibroblastos VCAF™"™ no se comunican de forma efectiva con
las células tumorales, lo que puede limitar su accion sobre las mismas. Con el fin de testar
esta hipGtesis, nos planteamos estimular a los fibroblastos VCAF™"™ con TGF-B, una de
las principales citoquinas que promueven la activacion de fibroblastos a fibroblastos
activados por cancer'®®, y determinar su perfil molecular de activacion.

4.2. El tratamiento con TGF-p induce la activacion de los fibroblastos
VCAF™Cherry y promueve la diseminacion de las células MDA-MB-23186GFP-luc

Para ello, llevamos a cabo un experimento tiempo-respuesta para determinar el tiempo
de incubacion de la linea VCAF™™™ con 5 ng/mL de TGF-B adecuado para observar
cambios en la expresion de cuatro de los principales marcadores de activacion de
fibroblastos (FN1, FSP1, FAP y ACTA2).

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con TGF-f induce cambios de
expresion en los marcadores de activacion de fibroblastos (figura 37). Asi, tras la
estimulacion de la linea VCAF™CM™ con TGF-B se detecta un aumento significativo en la
expresion de FN1y FAP (2.96 £ 0.75y 5.03 + 0.52, respectivamente) en comparacion con
la linea VCAF™"™ sin tratar (1 + 0.41 y 1 +0.25, respectivamente) a 24 horas de
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incubacion. Asimismo, se observan una tendencia al aumento de la expresion de ACTA2 en la
poblacién tratada a 24 horas (1.43 £ 0.38 para la poblacion trataday 1 + 0.11 para la poblacion
sin tratar). Estas diferencias se mantienen en el tiempo, siendo similares a 48 y 72 horas tras el
inicio del tratamiento. En base a este experimento, se escogié el tiempo de 48 horas para el
tratamiento con TGF-f sobre las lineas de fibroblastos.
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Figura 37. Cambios en la expresion génica de los marcadores de activacion de fibroblastos FN1,
FSP1, FAP y ACTA2 en la linea vCAF™che™y  con la incubaciéon de 5ng/mL de TGF-B durante 24,
48 y 72 horas. Los niveles de expresion se muestran como 2 elevado a la potencia negativa del
ACt de las poblaciones tratadas dividido entre 2 elevado a la potencia negativa del ACt de las
poblaciones control. N=3.

Posteriormente, se trat también la linea BJ con TGF-f en las mismas condiciones que la
linea VCAF™CM™Y Nuestro objetivo es detectar diferencias en la respuesta al TGF-p por parte
de la linea de fibroblastos activados (VCAF™C"™) y de fibroblastos sin activar (BJ).

Se pueden observar diferencias en la respuesta al TGF-B por parte de la linea vCAF™Chey
y la linea BJ (figura 38). Por un lado, la activacion de VCAF™ "™ con TGF-B produce un
aumento significativo de la expresion de FN1 (4.2 £25vs.1+0.3)y FAP (6.1 +2.7vs. 1 £
0.3), mientras que se observan fuertes tendencias a una mayor expresion de ACTA2 (1.7 £ 0.8
vs.1+0.06) y TNC (3.1 £1.7 vs. 1 £ 0.5). Por otro lado, con la activacion de BJ con TGF-f se
observa una tendencia a la mayor expresion de FN1 (14.8 +7.1vs. £0.9), FAP (2+0.6vs. 1 +
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0.4), ACTA2 (2.8+1.4vs.1+0.44)y TNC (2.9 £0.6 vs. 1 £ 0.44). Por tanto, los perfiles
de activacion de ambas lineas de fibroblastos al incubarlos con TGF-B son muy similares.
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Figura 38. Cambios en la expresion génica de los marcadores de activacion de fibroblastos para la linea
vCAF™Cherry control (negro) y tratada con 5 ng/mL durante 48 horas (gris), y la linea BJ control (azul oscuro)
y tratada con 5 ng/mL durante 48 horas (azul claro). Los marcadores estudiados son: FN1, FSP1, FAP,
ACTA2, PDGFRa, PDGFRB y TNC. Los niveles de expresion se muestran como 2 elevado a la potencia
negativa del ACt de las poblaciones tratadas dividido entre 2 elevado a la potencia negativa del ACt de las
poblaciones control.

Pese a que la linea VCAF™CM™ fue establecida a partir de fibroblastos procedentes de
tumor, su perfil de expresion génico respecto a los marcadores de activacion propios de
CAF, asi como su respuesta al TGF-p, sugieren que estos fibroblastos no tienen un fenotipo
“activado” y que necesitan de estimulos para su activacion.

Ademas de estudiar la expresion del ARN mensajero de los marcadores de activacion
de VCAF™C™  ge estudié la expresion proteica de los marcadores FAP y a-SMA
(codificada por el gen ACTAZ2) en las lineas de fibroblastos en respuesta a TGF-p.

El tratamiento de los fibroblastos VCAF™"™ con TGF-B produce cambios en la
expresion y distribucion de a-SMA y FAP. Respecto a a-SMA, la sefial detectada es mucho
mayor en las células tratadas con TGF-f y dicha sefnal se muestra mucho mas localizada y
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organizada en microfilamentos (figura 39). Respecto a la proteina FAP, tras el tratamiento con
TGF-p se observa un aumento en su localizacion en torno al nucleo celular.

En el caso de la linea BJ, parece que el tratamiento con TGF-f también produce un aumento
de la senal de a-SMA respecto a las lineas sin tratar, aunque no se observa una organizacion de
la proteina en microfilamentos como en el caso de la linea VCAF. Por otro lado, se aprecia
también un aumento de la expresion de FAP en las células BJ tratadas con TGF-p, pero no se
observan cambios en su localizacién dentro de la célula (figura 39).

A vC AFmC herry

Figura 39. Expres1on proteica de a-SMA y FAP en las hneas vCAF™Ccherry y BJ control y tratadas con 5
ng/mL de TGF-B durante 48 horas. A. Imagenes de vCAF™Cchery y BJ en cultivo en campo claro y
deteccion de la sefal fluorescente producida con un anticuerpo anti- a-SMA (verde). Los nucleos estan
marcados con DAPI (azul). B. Imagenes de vCAF™cheryy BJ en cultivo en campo claro y deteccion de la
sefial fluorescente producida con un anticuerpo anti- FAP (rojo lejano). Los nucleos estan marcados con
DAPI (azul). Barra de escala: 25 pm.
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En base a los resultados obtenidos, podemos decir que linea VCAF™ "™ no presenta
un perfil molecular de activacion, pero si que es capaz de adquirirlo mediante el
tratamiento con TGF-p.

En consecuencia, nos planteamos realizar una serie de ensayos, in vitro y en el pez
cebra, para estudiar la capacidad de diseminacion e invasion de las células tumorales MDA-
MB-231°6CFP-Itc en presencia de la linea VCAF™C™ activada por TGF-p.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de migracion en insertos Transwell® con
clsteres heterotipicos formados por MDA-MB-2316¢FP-luc y yCAF™Che™  control o
activados por TGF-B. Se observé un mayor numero de células MDA-MB-231°¢CFP-luc
migradas en los cocultivos cuyos fibroblastos fueron tratados con TGF-B respecto a los
cocultivos de fibroblastos sin tratar (912 = 93.07 vs. 598.25 + 190.06; p=0.057) (figura
40). De este modo, podemos sefialar que la activacion de la linea VCAF™"Y con TGF-B
induce un cambio fenotipico sobre los fibroblastos capaz de favorecer la migracion de la
linea MDA-MB-2316¢FP-lue,

1500 Il Control
O TGF-p
= p=0,057
<
% 1000 - T
- p—
=
[7 2]
&
= 500
—
-
@)
0

Figura 40. Células MDA-MB-23 1¢6FP-luc migradas a
través de insertos Transwell® de cultivos
heterotipicos formados por MDA-MB-23 1¢GFP-luc y
VCAF™Cherty gin tratar (negro) y MDA-MB-231€GFP-luc y
vCAF™Cherry tratadas con TGF-B (gris). N=2.

Por otro lado, se llevd a cabo un xenotrasplante de clUsteres heterotipicos de MDA-MB-

2316CFP-lic v yCAFMCNE™ y MDA-MB-23186FP-Iuc y yCAF™CeY tratados con TGF-B, con el
objetivo de estudiar el comportamiento de las células tumorales diseminadas a la cola en
presencia de ambas poblaciones de VCAF™Ce™,
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En concordancia con el ensayo de migracion in vitro, la activacion de la linea vVCAF™Cher™y
con TGF-B provoca una mayor diseminacion de células tumorales en la cola de los embriones
en comparacion con aquellos VCAF™C™ sin tratar (5.17 x 10° + 3.39 x 10%vs. 3.19 x 10° +
2.51 x 10%) (figura 41). Estos resultados indican que la activacion de la linea VCAF™"™ con
el TGF-B parece estar produciendo un fenotipo pro-invasivo que potencia la diseminacién de
las células MDA-MB-2315¢FF-lve,
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Figura 41. Efecto de la activacion con TGF-B sobre los
vCAF™Cherry en |a diseminacion de las MDA-MB-231¢GFP-luc ep
xenotrasplantes de clisteres heterotipicos en embriones de
pez cebra. Intensidad de fluorescencia detectada en las
colas de embriones xenotrasplantados con clusteres
heterotipicos formados por MDA-MB-23 1€GFP-luc y yCAFmCherry
sin tratar (negro) y clusteres heterotipicos formados por
MDA-MB-231¢CFP-luc y yCAF™Chery tratados (gris), a 24 horas
tras el xenotrasplante. Cada punto representa un pez. N=1.

Este conjunto de resultados muestra que la linea VCAF™C™ es capaz de adquirir un
fenotipo potenciador de la invasion tumoral en respuesta a estimulos del ambiente tumoral
como el TGF-B, lo que estaria indicando una comunicacion ineficiente entre estos fibroblastos
y las células MDA-MB-231°C¢  |o que podria explicar algunos de los resultados
anteriormente mostrados donde la accion de los fibroblastos sobre las células tumorales es
limitada.

5. EFECTO DE LOS VCAFMCHERRY sOBRE LA GENERACION DE CTC Y CLUSTERES DE CTC EN
UN MODELO MURINO DE CANCER DE MAMA

Diversos estudios sugieren que los fibroblastos asociados a cancer pueden estar implicados
en la formacion y diseminacion de los clisteres de CTC?%. En base a esto, nuestra hipétesis de
trabajo supone que si los CAF tienen un efecto beneficioso sobre la invasion de las células
tumorales (efecto observado en los ensayos in vitro), el nimero de CTC y clisteres de CTC
podria verse incrementado. Asimismo, se podria esperar la deteccion tanto de clusteres
homotipicos como heterotipicos. Con el objetivo de estudiar el efecto de los VCAF™C"™ sopre
la generacion de CTC y clusteres de CTC, asi como el crecimiento tumoral y la metastasis, se
realizaron xenotrasplantes en el tejido graso de la mama de ratones SCID-beige con poblaciones
celulares homotipicas formados por MDA-MB-231¢FP-Iu¢ y heterotipicas formados por MDA-
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MB-2318CFP-lic y yCAFMCe™ E| seguimiento de la progresion del crecimiento de las
células tumorales se realizd mediante la deteccion de la sefial bioluminiscente producida
por la luciferasa.

5.1. Los fibroblastos VCAF™Crery ralentizan el crecimiento tumoral y la
formacion de metastasis

En primer lugar, se generaron xenotrasplantes con MDA-MB-231°86FP-luc y yC AFmCherry
en una proporcion 1:1 y se estudio tanto la progresion tumoral como el crecimiento
metastasico en los pulmones en comparacion con el grupo de ratones control
xenotrasplantados con las células MDA-MB-231°CF"¢ En estos experimentos, se
analizaron un total de veinticuatro ratones, doce por grupo experimental, de los cuales
todos desarrollaron tumor primario en torno a la semana tres. Respecto a la deteccion de
metastasis pulmonar, la mayoria de ratones mostraron metéstasis pulmonar entre las
semanas seis y ocho. Sin embargo, tres de los ratones xenotrasplantados con poblaciones
celulares homotipicas y dos de aquellos xenotrasplantados con heterotipicas no
desarrollaron metastasis pulmonar detectable a lo largo del experimento.

La figura 42 muestra que existe un retardo en el crecimiento tumoral del grupo
xenotrasplantado con MDA-MB-231¢¢7P-u¢ respecto al xenotrasplantado con MDA-MB-
231°6CFP-lic v yCAF™Ce™Y - si bien no hay diferencias estadisticamente significativas.
Asimismo, los volumenes del tumor primario a tiempo final, medidos a través de la sefial
bioluminiscente, no muestran diferencias significativas en su tamafio (3.2 x 107 + 3.1 x 10’
en ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231C7P14¢ ys. 1.9 x 107 + 2.5 x 107 en ratones
inyectados con MDA-MB-231CFP-lc y yCAF™Ce™) - Respecto a los volimenes de
metastasis pulmonar, tampoco se aprecian diferencias en la bioluminiscencia detectada,
siendo de 8.4 x 10° + 1.2 x 10° para los ratones xenotrasplantados con cliisteres homotipicos
y 9.2 x 10° + 1.4 x 108 para los ratones inyectados con poblaciones heterotipicas.
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Figura 42. Efecto de los vCAF™Cchery sobre el crecimiento tumoral y metastasico de la linea MDA-
MB-231¢GFP-uc en un xenotrasplante ortotopico en ratones SCID-beige. A. Progresion tumoral a lo
largo del tiempo, medida mediante la sefial de bioluminiscencia, en ratones xenotrasplantados con
la linea MDA-MB-231¢GFP-luc (negro) y ratones xenotrasplantados con MDA-MB-23 1eGFP-luc y
vCAF™Cherry(gris), B, Volumenes finales de tumor primario y de metastasis pulmonar medidos
mediante la sefial de bioluminiscencia, en ratones xenotrasplantados con la linea MDA-MB-231eGFP-
luc (negro) y ratones xenotrasplantados con MDA-MB-23 1GFP-luc y yCAFMCherry(gris),

Con el objetivo de determinar si el nimero de VCAF™™ presente en el xenotrasplante
afectaba al crecimiento tumoral y la incidencia de metastasis, se realiz6 un ensayo con una ratio
diferente de MDA-MB-231°6CFP-luc yy yCAFMCe™Y En este caso, se utilizé una proporcion 1,5:1
(fibroblasto: célula tumoral).

Los resultados nos permitieron observar un claro impacto negativo de las células
VCAFMCMe™ sopre el crecimiento tumoral de ratones xenotrasplantados. Asi, se observo un
descenso casi significativo (p=0.08) del volumen tumoral al final del experimento en los
ratones inyectados con poblaciones celulares heterotipicas (3.4 x 10° + 6.3 x 10°) respecto a los
ratones inyectados con homotipicas (2 x 10 + 1.3 x 107). Ademas, existen grandes diferencias
entre la metastasis. En el caso de los ratones xenotrasplantados con MDA-MB-2318CFP-lic y
VCAF™Ce™ solo uno de ellos desarroll6 metéstasis a lo largo del experimento (9.3 x 10°),
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mientras que cinco de seis ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231°CFuc
desarrollaron lesiones metastasicas cuantificables (6.6 x 10* + 4.1 x 10%) (figura 43).
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Figura 43. Efecto de los vVCAF™Chery sobre el crecimiento tumoral y metastasico de la linea MDA-MB-
231¢GFP-lic en un xenotrasplante ortotépico en ratones SCID-beige. A. Progresion tumoral a lo largo del
tiempo, medida mediante la sefial de bioluminiscencia, en ratones xenotrasplantados con la linea
MDA-MB-231¢6FP-lic (negro) y ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231¢CFP-luc y yCAF™Chery(gris), B,
Volumenes finales de tumor primario y de metastasis pulmonar medidos mediante la sefal de
bioluminiscencia, en ratones xenotrasplantados con la linea MDA-MB-231¢CFP-luc (negro) y ratones
xenotrasplantados con MDA-MB-231¢GFP-luc y yCAFmCherry(gris),

En conjunto, estos resultados nos indica que la presencia de VCAF™"™ en gl
xenotrasplante ortotdpico en este modelo murino no potencia el crecimiento tumoral o las
capacidades metastasicas de las células MDA-MB-2315CFP1i¢ Al contrario, se observa una
ralentizacion del crecimiento tumoral y metastasico en los individuos xenotrasplantados
con MDA-MB-23186FP-lic y yCAFMChey - efecto dependiente del ndmero de fibroblastos
inyectados, llegando a detectarse un descenso significativo a tiempo final en la sefial
tumoral y metastasica comparado con los ratones inyectados con MDA-MB-2318CFP-luc
cuando la ratio de inyeccion es 1:1,5.
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5.2. Efecto de los VCAF™Cherty sopre la generacion de CTC y clisteres de CTC

Mediante el uso de técnicas de biopsia liquida, se llevo a cabo el estudio de las CTC y
clusteres de CTC encontrados en la sangre de los ratones xenotrasplantados con poblaciones
celulares homotipicas y heterotipicas en ratio 1:1. Para ello, se extrajo la sangre mediante
puncion cardiaca de los animales a término y se analiz6 la presencia de CTC individuales,
clasteres homotipicos y heterotipicos, asi como de fibroblastos VCAF™C"™ circulantes (en el
caso de xenotrasplantes heterotipicos) utilizando el sistema Parsortix™. Mediante la expresion
de las proteinas fluorescentes eGFP y mCherry presentes en las lineas celulares MDA-MB-
231°8CFP-lue y yCAF™Ce™Y s pudo identificar estas células en sangre. Debido al bajo volumen
tumoral y la pobre incidencia de metastasis, no se llevo a cabo este andlisis en todos los ratones
del experimento.

En la figura 44A y B, se muestra la presencia de CTC y fibroblastos en la sangre extraida
de ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231¢¢FF¢ v con MDA-MB-231¢CFlue y
VCAFTChe™Y E|78.7% de los ratones del grupo heterotipico y el 91.7% de los ratones del grupo
homotipico muestran CTC en sangre. Asimismo, se detecta un mayor nimero de CTC
individuales que de clusteres en ambos grupos, representando estos ultimos en torno al 13% de
las CTC detectadas en total. Por otro lado, se detectan fibroblastos en el 33% de los ratones
xenotrasplantados con MDA-MB-2316¢FP-Iue y yCAF™C™ - demostrando la diseminacion de
este tipo celular. Sin embargo, en solo uno de los ratones con xenotrasplantes heterotipicos se
encontraron en la sangre clusteres heterotipicos formados por MDA-MB-2316CFPlc y
VCAF™C™ siendo estos solo un 7 % del total de clusteres de CTC detectado en ese individuo.
Esto parece indicar que de forma mayoritaria ambos tipos celulares no diseminan juntos en
clusteres heterotipicos.

Hay que destacar que estos datos muestran una tendencia a una menor cantidad de CTC
individuales aisladas en el grupo heterotipico respecto al grupo homotipico (31.2 + 32.5 vs. 54
+ 80.1 CTC individuales/100 pL), lo cual podria estar relacionado con el retardo observado en
el crecimiento tumoral de los ratones xenotrasplantados con poblaciones celulares heterotipicas
(figura 44C y D). Por otro lado, el nimero de clisteres detectados es similar entre ambos
grupos (6.6 + 9.6 vs. 5.5 + 5.2 clusteres de CTC/100 pL) (figura 44D).
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Figura 44. Deteccion de CTC individuales, clusteres y fibroblastos en la sangre de los ratones
xenotrasplantados con MDA-MB-231¢GFP-luc y MDA-MB-231eGFP-luc + yCAFmCherry A |magen
representativa de CTC capturadas por el sistema Parsortix™, observandose en verde la célula
tumoral y en azul los nucleos marcados por DAPI. B. Imagen representativa de un cluster de
vCAF™Cherry circulantes capturado por el sistema Parsortix™, observandose en rojo los
fibroblastos y en azul los nucleos marcados por DAPI C. Cuantificacion de CTC (negro),
clasteres de CTC (gris) y fibroblastos (azul) en la sangre de los ratones individuales
xenotrasplantados con MDA-MB-231eGFP-luc y MDA-MB-231eGFP-luc + yCAFMCherry | os datos se
muestran como el nimero de células por cada 100 pL de sangre. D. Nimero de CTC
individuales y clusteres de CTC por 100 pL de sangre. Cada punto representa un ratén.
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La enumeracion de las poblaciones circulantes en sangre nos permitio observar que en los
ratones xenotrasplantados con VCAF™C'™ se observa una tendencia a detectar clisteres de
CTC con mayor frecuencia. Por tanto, estudiamos la relacion entre el numero de CTC
individuales y clusteres de CTC en ambos grupos experimentales.

Mediante analisis de regresion lineal, se puede observar que existe una correlacion directa
entre el nimero de CTC y clusteres de CTC encontrados en la sangre de ratones
xenotrasplantados con células MDA-MB-2316¢FIc (R2= 0.94). Sin embargo, en ratones
xenotrasplantados también con fibroblastos VCAF™CM™ esta correlacion no es tan clara (R?=
0.64), indicando que la relacion entre el namero de clusteres y CTC individuales no es
proporcional (figura 45A). Asi, puede observarse que la relacion clusteres de CTC/ CTC
muestra una tendencia al alza en la sangre de ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231°¢F-
luc y vCAFMCe™ respecto a los xenotrasplantados exclusivamente con células MDA-MB-
231°6CFP-Iuc (0,16 + 0.03 vs 0.09 + 0.01) (figura 45B).
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Figura 45 A. Correlacion entre el numero de CTC individuales y clusteres de CTC en la sangre de los
ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231¢GFP-luc y MDA-MB-231¢CGFP-luc + yCAF™MChery A, Pendiente de la
curva generada por la relacion entre el niumero de clusteres de CTC y CTC individuales detectadas en la

sangre de ratones con xenotrasplantes homotipicos y heterotipicos. B. Relacion entre el numero de
clusteres de CTC y CTC individuales en ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231¢6FP-lic (negro) y MDA-

MB-231eGFP-luc y yCAF™Cherry(gris), Cada punto representa un raton.
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Estos resultados nos indican que la presencia de los fibroblastos VCAF™Ce™ en gl
tumor primario parece afectar de forma positiva a la generacion o liberacion de clisteres
de CTC a la sangre de estos ratones.

En conjunto, los resultados obtenidos en los xenotrasplantes ortotdpicos de raton nos
muestra que la presencia de VCAF™™™ junto a las células MDA-MB-231°¢¢FP-Iuc gn gl
tumor primario tiene un efecto ralentizador sobre el crecimiento tumoral y el desarrollo de
metastasis. Sin embargo, estos fibroblastos podrian estar implicados en la formacién y/o
liberacion de clusteres de CTC a la circulacion, si bien apenas se ha podido observar la
incidencia de clusteres heterotipicos. No obstante, este modelo experimental presenta
limitaciones que no nos han permitido estudiar mejor el papel de los VCAF™CM™ sopre la
génesis de los clusteres de CTC. Por ese motivo nos planteamos llevar a cabo ensayos in
vitro con el fin de determinar un posible papel de los fibroblastos VCAF™"™ sopre la
clusterizacion de las células tumorales.

5.3. La interaccion especifica entre MDA-MB-231°CFP-luc y yCAF™Cherty fayorece
la agregacion celular, pero no da lugar a estructuras conjuntas especificas

Se realizaron ensayos de agregacion con la linea MDA-MB-231°CF-t¢ en presencia de
fibroblastos VCAF™"™ para estudiar un posible efecto de los fibroblastos sobre la
clusterizacién de las células tumorales. Para ello, se sembraron fibroblastos y células
MDA-MB-231°¢FF-u¢ en proporcion 1:2 en placa de baja adherencia y se sometieron a
agitacion durante una hora. Posteriormente, se establecio el indice de agregacion con la
siguiente formula: “1- (n° células individuales a tiempo final/n° de células individuales a
tiempo inicial)”.

El indice de agregacion de la linea MDA-MB-231°¢7F-4¢ es mucho mayor cuando se
siembra junto a la linea VCAF™C"™ (0,71 + 0.02) que cuando se siembran solas (0.05 +
0.08) (Figura 46), indicando un gran efecto agregador sobre la linea tumoral por parte de
los fibroblastos. Ademas, se realizd un control con un mayor nimero de células tumorales
para comprobar si la agregacion observada en la poblacion heterotipica se debia al mayor
namero de células totales presentes en el ensayo. No obstante, el indice de agregacion
obtenido para este control (0.36), pese a ser mayor que el de la poblacion homotipica, no
Ilegd al nivel de la poblacién heterotipica. Hay que destacar, no obstante, que la agregacion
observada en los cultivos de MDA-MB-231¢FP-1¢ y fibroblastos es tanto homotipica como
heterotipica, es decir, que los fibroblastos VCAF™ " se detectan formando clisteres
heterotipicos con las células tumorales. Este resultado indicaria que los fibroblastos
VCAFTC™ nyeden ejercer un papel regulador sobre la formacion de clusteres de CTC,
pero no concordaria con los resultados obtenidos en los xenotrasplantes ortotopicos en
raton, en cuya sangre apenas se detectaron clusteres de CTC heterotipicos.
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Figura 46. indice de agregacion de la linea MDA-MB-231¢GFP-luc como
poblacién homogénea (negro), en control de exceso (gris oscuro) y
junto a vVCAF™Che (gris claro).

Debido a esta discrepancia, y a las caracteristicas del experimento en el que la
agregacion se produce en una hora, se llevaron a cabo ensayos de formacion de esferoides con
las lineas MDA-MB-231°6CFP-lue y yCAF™Ce™Y En estos experimentos, las células son incubadas
durante cinco dias en condiciones de no adherencia, por lo que ademaés de las interacciones
célula-célula, se evalla la capacidad de formas agregados solidos en estructuras mas complejas.
Ademas, se ha descrito que las células tumorales pueden unirse a fibroblastos activados, dando
lugar a esferoides que poseen un mayor potencial metastasico?®*. Por tanto, se llevaron a cabo
ensayos de formacion de esferoides con cocultivos de MDA-MB-231CFP-i¢ y yCAFMChe™ |og
cuales fueron cultivados en gotas con MammoCult™ durante una semana, un medio optimizado
para el cultivo de mamosferas (método “hanging drop”).

En estos experimentos se observa que la linea MDA-MB-231¢7PU¢ ng es capaz de formar
esferoides en las gotas cultivadas (figura 47A), mientras que la linea VCAF™C"™ sj es capaz
de formar estas estructuras (figura 47B). Respecto a los cocultivos, no se observa la aparicion
de esferoides formados exclusivamente por las células MDA-MB-231¢¢FF¢ sino que los
esferoides aparecen formados por un nécleo de fibroblastos VCAF™ "™ con las células MDA-
MB-231°¢C¢FP-Ite sjtyadas alrededor, como formando una capa exterior (figura 47C y D).
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MDA-MB-231¢GFP-luc VCAFmCherry
MDA-MB-231¢6FP-uc 4 yCAFmCherry MDA-MB-231¢GFP-luc 4 yCAFmCherry

Figura 47. Ensayo de formacion de esferoides a partir de cultivos de la linea MDA-MB-231¢GFP-luc (A) | cultivos de
la linea vCAF™Che™y (B) y cocultivos de MDA-MB-231¢CFP-luc y yCAF™Cherry (C y D).

Este resultado podria indicar que, si bien los VCAF™""Y pueden estar implicados en la
agregacion de células tumorales, la disposicién de ambos tipos celulares en los esferoides
resultantes no favoreceria la migracién conjunta y, por tanto, la formacion de cllsteres
heterotipicos. Sin embargo, para demostrar esta idea, serian necesarios experimentos de
invasion a partir de los esferoides. Asimismo, se deberian realizar experimentos adicionales
para demostrar la implicacion directa de los fibroblastos VCAF™C"™ en |a formacion de
clusteres de CTC y en su aparicion en la sangre de los ratones xenotrasplantados.
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Discusion

DISCUSION

El conocimiento actual pone a las CTC como principales responsables de la metéstasis,
y en particular a los clusteres de CTC. Diversos estudios han mostrado que los clUsteres de
CTC tienen un mayor potencial metastasico que las CTC individuales?®273°, convirtiendo
a estos grupos de células en importantes marcadores de prondstico de la enfermedad
metastasica. Por otro lado, las CTC que viajan en el torrente sanguineo, asi como las que
consiguen extravasar a una localizacion distante del tumor primario, no siempre acttian en
solitario, sino que pueden estar ayudadas por células del microambiente tumoral, tales
como células inmunes, células endoteliales y fibroblastos asociados a cancer!*. Estas
células del microambiente pueden jugar un papel crucial en el desarrollo metastasico,
neutralizando vias de muerte celular, alterando el metabolismo energético de las células
tumorales o ayudandolas a evadirse del sistema inmune®4,

El aislamiento y la caracterizacion de los clusteres de CTC de pacientes de cancer y
modelos animales ha revelado que pueden estar formados exclusivamente por CTC
(clsteres homotipicos) o que estas pueden viajar acompafiados de células no tumorales
(clusteres heterotipicos)’?. Ademas, estudios previos han reflejado que la interaccion de las
CTC con las células del microambiente condiciona su potencial metastasico®%"® y en
particular, la interaccion con los fibroblastos asociados a cancer (CAF) ejerce una mejora
en la supervivencia y el potencial metastasico de las CTC!1:119.128.202,203

El estudio de las CTC, y en especial de los clusteres, es crucial para entender la
naturaleza del proceso metastésico. La biopsia liquida surge como una técnica que permite
la deteccién de estas CTC en la sangre de pacientes y ya se le ha otorgado un valor
pronostico en diversos tipos de canceres, como mama, prostata, colorrectal o pancreatico®.
Sin embargo, se estima que solo el 2-5% de las CTC son clusteres®, lo que supone una
importante limitacion para su estudio. Por tanto, el desarrollo de modelos que reflejen el
comportamiento de los clusteres de CTC, asi como su interaccion con células del
microambiente tumoral, es esencial para el estudio de estas agrupaciones celulares y
entender las caracteristicas fenotipicas que los hacen ser mas metastasicos que las CTC
individuales.

En la presente tesis doctoral, desarrollamos un modelo in vitro de clusteres de CTC
homotipicos de células tumorales a partir de las lineas tumorales de cancer de mama MDA-
MB-231°6CFP-Iic y MCF78CFPc v cl(steres heterotipicos formados asimismo por
fibroblastos asociados a cancer (VCAF™"™) y fibroblastos normales (BJ). Otros grupos
de investigacidon han demostrado el valor de las lineas tumorales de cancer de mamay otros
tipos tumorales para el estudio de los clisteres de CTC?2%204 incluido nuestro grupo'®,
Con el objetivo de estudiar la interaccion de los fibroblastos asociados a cancer con las
celulas tumorales, se llevaron a cabo una serie de ensayos in vitro que servirian como
modelo de las distintas fases del proceso metastasico: ensayos de proliferacion, cierre de
herida, colonogénesis y migracion.

Los resultados de los ensayos funcionales in vitro muestran un comportamiento
diferente para ambas lineas tumorales en presencia de fibroblastos VCAF™"™  tanto
cuando forman parte del cultivo como cuando forman parte de los cllsteres. Asi, la
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presencia de estos fibroblastos en el cocultivo provoca una ralentizacion del crecimiento celular
y una menor capacidad de migracion en los ensayos de cierre de herida para la linea MDA-MB-
231°CFP-lic v se observa un menor tamafio de colonias formadas sobre agar por clusteres
heterotipicos en comparacién con los homotipicos. Por otro lado, se da el efecto contrario en la
linea MCF7¢CFP1¢ 13 cual ve aumentada su ritmo de proliferacion y su capacidad de migracion
en presencia de estos fibroblastos, asi como se observa la formacion de un mayor nimero de
colonias por los clusteres heterotipicos comparado con los homotipicos. Asimismo, la magnitud
de dichos efectos es dependiente de la proporcion fibroblasto: célula tumoral en el cultivo,
siendo mayor cuantos mas fibroblastos haya. Por otro lado, en los ensayos de
migracion/invasion en Transwell® se puede apreciar una mayor migracion por parte de los
clusteres heterotipicos de células MDA-MB-231CFP-i¢ y MCF7eCFP-Ilue en comparacion con los
clasteres homotipicos.

La diferencia de fenotipos entre ambas lineas tumorales podria explicar los resultados
observados en los ensayos in vitro. La linea MCF7¢¢F-1u¢ posee un fenotipo epitelial mientras
que la linea MDA-MB-231°¢FPIu¢ nese a su origen epitelial, tiene rasgos mesenquimales debido
a un fendmeno de transicién epitelio-mesénquima (TEM), lo que le confiere una alta capacidad
proliferativa e invasiva, y por tanto una mayor demanda metabolica. La interaccion de estas dos
lineas celulares, MDA-MB-2316CFP-luc y yCAF™CY podria ralentizar el crecimiento de la linea
tumoral en el cocultivo debido a una competicion por los nutrientes presentes en el medio.
Ademas, el efecto negativo sobre la proliferacion se ve potenciado por el mayor nimero de
fibroblastos presentes. En este sentido, cabe mencionar que ensayos similares realizados por
Dvorak et al. utilizando medios condicionados de una linea de CAF derivada de un tumor de
mama, mostraron una disminucion en la tasa de proliferacion de las células MDA-MB-231
comparado con cultivos con medio normal®®. Por el contrario, la interaccion de una linea de
fenotipo epitelial y otra mesenquimal, MCF7¢¢F>Iuc y yCAF™C™ ‘mejora la proliferacion de
la linea tumoral, estando este efecto condicionado también por la ratio de fibroblasto: célula
tumoral.

El menor cierre de la herida observado por la linea MDA-MB-2317P-1¢ en cocultivo con
VCAF™CMe™Y nodria estar asociado a la ralentizacion de la proliferacion de la linea tumoral en
presencia de los fibroblastos, mientras que la mayor velocidad de cierre de herida mostrada por
las MCF7°¢FP-Iu¢ en cocultivo puede asociarse tanto a la mayor tasa de proliferacion observada
en cocultivo con los VCAF™"™ como a una posible migracion dirigida por los fibroblastos,
los cuales pueden ejercer de células lider para arrastrar a las células tumorales en la
diseminacion, tal y como describieron Labernadie et al**, Respecto a los ensayos de colonias,
las MCF7¢C"P-1u¢ hoseen una capacidad colonogénica mucho mayor que las MDA-MB-231°CF
e debido a su fenotipo epitelial. En este ensayo, los clisteres heterotipicos de MCF78CFP-luc
mostraron un mayor nimero de colonias en comparacion con los clusteres homotipicos, sin
embargo, no se observaron diferencias notables en el didmetro de las colonias. Este resultado
sugiere que, en estas condiciones de no adherencia a sustrato, los VCAF™"™Y pueden ejercer
un efecto positivo sobre la supervivencia de las células MCF7¢¢7P- "¢ mediante la inhibicion de
apoptosis inducida por la falta de anclaje a sustrato, mas que por ejercer un efecto pro-
proliferativo. Observaciones similares fueron hechas por Ubaldo et al., quienes observaron que
la supervivencia de las células MCF7 aumentaba en un cocultivo con un modelo de fibroblastos
similares a CAF?%:207 Asimismo, los VCAF™"™ podrian estar secretando componentes de la
matriz extracelular (MEC) sobre los que las células tumorales pueden crecer?®-21° explicando
el mayor nimero de colonias observado en los clisteres heterotipicos de MCF7éCFP-luc y
VCAF™C™ Sin embargo, las colonias formadas por las MDA-MB-231CP-Iu¢ en presencia de
VCAF™CM™ son mucho maés pequefias que las formadas por las MDA-MB-2316CF-Ic en
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solitario, efecto que podria ser debido a la ralentizacion de la proliferacion de esta linea
tumoral.

Finalmente, el mayor nimero de células tumorales migradas en los ensayos de
migracion en Transwell® en los clUsteres heterotipicos podria deberse a la capacidad de los
CAF para degradar la membrana basal mediante la secrecion de MMP, lo que facilitaria
las propiedades de invasion de las células tumorales. Sin embargo, no podemos descartar
que dicho efecto no sea debido al mayor nimero de células totales presentes en los insertos
incubados con clusteres heterotipicos, ya que la mayor densidad celular podria estar
induciendo una mayor migracion tumoral. Este resultado es particularmente relevante para
la linea celular MCF7¢¢F!c |a cual debido a su conservado fenotipo epitelial presenta una
restringida invasion a través del recubrimiento de Matrigel y los poros de la membrana?'.

Los resultados de los ensayos in vitro ponen de manifiesto una respuesta diferencial
de las células MDA-MB-231CFPlic y MCF7¢6FP1u¢ 3 1a presencia de los fibroblastos
VCAFTCMe™Y - asi como una modificacion de su comportamiento en procesos involucrados
en la cascada metastasica. Estos resultados sugieren la existencia de modificaciones en los
perfiles moleculares de las células tumorales. Asimismo, se sabe que existe una
comunicacion bidireccional entre las células tumorales y las células del estroma?'?213, De
hecho, los fibroblastos producen factores solubles en el medio que afectan a las células
tumorales, como FGF, HGF, IGF y TGF-B?*, y de igual modo las células tumorales
modifican la expresion génica de los fibroblastos?>2,

Con el objetivo de caracterizar las lineas MDA-MB-231CFPluc  \MCF7eCFPluc y
VCAFTCM™ en Jos cocultivos, se utilizaron insertos de membrana para separar fisicamente
las células del cocultivo, permitiendo analizar en cada poblacion la expresion de genes
asociados al fenomeno de TEM, asi como evaluar genes asociados a la activacion de
fibroblastos. Como cabe esperar, la expresion del marcador epitelial CDH1, que codifica
para la molécula de adhesion celular e-cadherina, no se detecta ni en MDA-MB-23186FP-luc
ni en VCAF™™ ‘mientras que si muestra expresion en células MCF7¢¢FP-. Asimismo,
la expresion de los marcadores mesenquimales VIM y CDH2, que codifican para el
filamento intermedio vimentina y la proteina de adhesion celular N-cadherina,
respectivamente, solo es detectada en los fibroblastos VCAF™"™ mientras que en las
células MDA-MB-231°6¢FP-Ite 500 se detectd la expresion de VIM, demostrando que la
transicién epitelio mesénquima sufrida por estas células no es completa. Por lo tanto, la
expresion de CDH1, CDH2 y VIM detectada esta en linea con los fenotipos esperados para
estos tipos celulares.

Sin embargo, el cocultivo de los fibroblastos VCAF™"™ con las células MCF78GFP-lu
no afecto a la expresién de CDHL1 ni ejercié un efecto inductor sobre la expresion de CDH2
y VIM, ya que ninguno fue detectado. Este resultado indica que, a pesar de las diferencias
funcionales observadas, los fibroblastos VCAF™"™ no inducen una TEM en las células
MCF7¢C"P¢ De forma similar, la induccién de TEM tampoco se observé en el cocultivo
de MDA-MB-231¢6FPlc con  vCAF™CMe™Y  Estos resultados contrastan con datos
presentados en la literatura, donde se describe que los CAF son capaces de inducir una
transicion epitelio-mesénquima en células tumorales de mama!!’2821% Asimismo, no se
observaron cambios en los niveles de expresion del marcador de “stemness” CD44 en
presencia de los fibroblastos VCAF™"™ Esta molécula ha sido recientemente implicada
en la formacion de agregados celulares entre las células tumorales y los CAF?%, pero bajo
las condiciones experimentales estudiadas (sin interaccion fisica) no sufre ninguna
regulacién. Independientemente, se observa que los niveles de expresion de CD44 son
claramente superiores en la linea MDA-MB-231°¢FF-i¢ en comparacion con las células
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MCF7¢CFP-lc correspondiendo con su capacidad metastasica®®®. En conjunto, estos resultados
muestran que los factores secretados por la linea VCAF™"™ no ejercen un claro efecto sobre
la expresion de genes asociados a TEM y agregacion celular.

Por otro lado, el andlisis de expresion del gen MKI67, que codifica para el marcador de
proliferacion ki-67, no detecté cambios de expresion en las células tumorales en presencia de
fibroblastos VCAF™ "™ o que no apoyaria las observaciones realizadas en los ensayos de
proliferacion; si bien este gen se expresa en mayor nivel en células MDA-MB-2316FP-le que
en MCF7¢CFP¢ en concordancia con los ritmos de crecimiento de estos tipos celulares. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que en los ensayos in vitro existia una interaccion fisica
directa entre las células tumorales y los fibroblastos, mientras que los cambios de expresion
génica son exclusivamente debidos a una comunicacion paracrina. Por lo tanto, no es posible
establecer una relacion causa-efecto entre ambos tipos de ensayos. Ademas, se estudio la
expresion de estos genes en la linea VCAF™C"™  observandose una tendencia al descenso en la
expresion de CDH2 y VIM por parte de los VCAF™"™ cocultivados con las lineas tumorales,
especialmente MCF7¢CFP¢ | a proteina N-cadherina ha sido implicada en la formacion de
interacciones heterotipicas E-cadherina/N-cadherina entre las células tumorales y los CAF'%,
La falta de interaccion fisica entre los dos tipos celulares en nuestros experimentos podria
justificar la disminucion de la expresion de CDH2 en los fibroblastos VCAF™"™, Por otro
lado, el descenso de VIM se podria traducir en cambios de organizacion del citoesqueleto de
los fibroblastos o en su adhesion al sustrato y capacidad invasiva®?°. Ensayos especificos con
los fibroblastos vVCAF™C"™ ytilizando medios condicionados serian necesarios para demostrar
estas hipotesis.

En cuanto a la expresion de genes asociados con la activacion de fibroblastos, pudimos
observar que la expresion de FSP1y ACTAZ2 en los fibroblastos en cocultivo tiende a disminuir,
pero no de forma significativa. FSP1 codifica a una proteina implicada en la movilidad celular,
del mismo modo que ACTAZ2, que codifica a la actina de musculo liso alpha, por lo que la
disminucion de ambas podria deteriorar la movilidad de los fibroblastos??, e iria en linea con
la disminucién de VIM. Por otro lado, se puede ver una tendencia a una mayor expresion de
FAP en VCAF™"Y cyando estan en cocultivo con MDA-MB-231¢7P¢ |3 cual codifica para
la proteina de activacion de fibroblastos, por lo que su mayor expresion podria indicar cierto
grado de activacion de los fibroblastos en presencia de la linea MDA-MB-231°6FF-luc,

Por tanto, nuestros resultados ponen de manifiesto que los factores secretados por las
células tumorales de mama y los fibroblastos al medio de cultivo no son capaces de inducir
cambios de expresion génica claros sobre marcadores de TEM en las células MDA-MB-
231°6CFP-luc y MCF78CFP-Iuc y sobre marcadores de activacion de fibroblastos en vVCAF™CeY, Es
posible que esta limitada respuesta o comunicacién pueda ser debida al origen de los
VCAF™CMe™ |os cuales fueron aislados de un tumor vulvar, y por tanto se trate de una respuesta
"dependiente del tejido”. Sin embargo, los leves cambios de expresion génica observados
podrian verse traducidos en cambios moleculares a nivel proteico, y por tanto funcionales, algo
que no hemos evaluado.

La frecuencia de los clisteres de CTC en la sangre de los pacientes es muy escasa?®, por lo
que es necesario desarrollar modelos celulares que reflejen el comportamiento de los cldsteres
de CTC y las interacciones entre los tipos celulares que ocurren en los clisteres heterotipicos.
Por ello, y en base a las modificaciones funcionales observadas en nuestros ensayos in vitro, se
llevé a cabo la evaluacion de la contribucion de los fibroblastos VCAF™C™ g estas
agrupaciones celulares a través de ensayos funcionales en modelos animales.

Inicialmente, se procedié a la optimizacion del protocolo de generacion de clisteres
(homotipicos y heterotipicos) asi como de las condiciones de xenotrasplante en embriones de
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pez cebra. En este proceso de optimizacion se llevo a cabo una comparacion entre dos
protocolos diferentes en el que se estudio el comportamiento de poblaciones celulares
individualizadas y clusteres celulares, con el fin de validar el modelo de clusteres de CTCs
y su capacidad de representar la realidad mas cercana a lo que ocurre en los pacientes. Estos
estudios nos permitieron establecer las condiciones idoneas de xenotrasplante y determinar
una menor capacidad de diseminacion de los clusteres en comparacién con las células
individuales. Asi, mientras que la diseminacion a la zona ventral de la region caudal del
embrion es practicamente del 100% y similar entre ambas poblaciones, debido al facil
acceso de las células a los grandes vasos presentes en esta zona y que conforman el
principal arco de circulacion del embrion, se observa una mayor diseminacion dorsal y
lateral en las células individualizadas comparadas con los clusteres. Esto es debido a que
el menor tamafio de las células individuales les permite viajar por los capilares mas
pequefios del embridn que llevan a las zonas dorsal y lateral. Sin embargo, hemos podido
observar clusteres migrados a esas zonas, lo cual se puede explicar mediante la capacidad
demostrada por los clUsteres de atravesar capilares de pequefio tamafio, reorganizandose
en cadenas de célula Gnica que les permite reducir su resistencia hidrodinamica®’.
Asimismo, se observan diferencias en el volumen de células diseminadas a la cola del pez
entre la poblacion individual y la poblacion de clusteres, siendo mucho menor en el caso
de los segundos. Estos resultados indican que nuestro modelo de clisteres de CTC en
combinacion con el pez cebra es capaz de reproducir, en cierto grado, la baja frecuencia de
clusteres de CTC encontrados en la sangre de pacientes con cancer y en modelos
experimentales de metastasis en raton en comparacion con las CTC individuales®. Esta
optimizacion nos ha permitido publicar recientemente un trabajo evaluando la capacidad
metastésica de los clisteres de CTC frente a las CTC individuales!®3. Por lo tanto, nuestro
modelo de clUsteres de CTC es Optimo para el estudio de su biologia, y nos permite Ilevar
a cabo una comparativa funcional entre clusteres de CTC homotipicos y heterotipicos
respecto a la capacidad metastasica en embriones de pez cebra.

Los xenotrasplantes con la linea MCF7¢C™-"¢ myestran una muy baja capacidad de
diseminacion tanto para los clusteres de CTC homotipicos como heterotipicos, presentando
una disminucion acusada en el porcentaje de peces que muestran diseminacion a las 72
horas tras el xenotrasplante. Este resultado coincide con otros estudios que demostraron
que la linea MCF7¢¢FP-c es pobremente metastasica en el pez cebra, pues al contrario que
la Iinea MDA-MB-231°CF¢ 'no puede colonizar el tejido caudal de la cola del embrion y
sus células no sobreviven mas de 5 dias tras ser xenotrasplantadas!®2. Por lo tanto, la
presencia de los fibroblastos VCAF™"™ en los cldsteres con las células MCF7é¢FP-u¢ ng
ejercié un efecto positivo sobre la diseminacion de estas. Sin embargo, si se observan
diferencias en la supervivencia de las células MCF7¢CF™Itc en el sitio de inyeccion, siendo
mayor en presencia de VCAF™C™_ Estos resultados coinciden con el resultado obtenido
en los ensayos de colonogénesis y muestran que los VCAF™"™ parecen estar favoreciendo
la supervivencia de las células MCF7¢¢F™I. Trabajos previos han descrito que las
proteinas de la MEC derivadas de CAF promueven la proliferacion y supervivencia de las
células tumorales en los tumores primarios?%8:20%222223 por otro lado, los fibroblastos
VCAF™CY presentes en los clisteres heterotipicos podrian estar secretando componentes
de la MEC a los que las células tumorales se podrian adherir favoreciendo sefales de
supervivencia dependientes de anclaje al substrato?%-210.224,

Previamente hemos demostrado en el modelo de pez cebra que la agregacion de las
células tumorales en clusteres favorece la supervivencia y proliferacion de las mismas
durante la diseminacion metastéasica®®. En base a este trabajo previo, planteamos el estudio
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del papel de los fibroblastos VCAF™"™ sobre la diseminacion de las células MDA-MB-
231°CFPlic mediante el xenotrasplante tanto de suspensiones celulares individualizadas
homotipicas y heterotipicas como de clusteres. La inyeccion de suspensiones celulares en el
Ducto de Cuvier de los embriones de pez cebra nos permitio observar que los vVCAF™Chery
afectan negativamente a la diseminacion de las CTC en la cola de los embriones, asi como un
descenso en la supervivencia de las mismas en el tiempo. Este resultado esta en linea con los
resultados obtenidos in vitro donde se observaba una disminucién de las capacidades
proliferativas y migratorias de las MDA-MB-231°¢F*I¢ cyando son cocultivadas con los
VCAF™Ce™Y En contraste, los fibroblastos vVCAF™C"™ no afectaron de forma significativa a la
diseminacion de las CTC cuando fueron inyectadas como clusteres heterotipicos, lo que
indicaria que las interacciones célula tumoral-fibroblasto en los clUsteres, a pesar de no tener
un papel potenciador sobre la invasion tumoral, si estan ejerciendo una regulacion sobre la
misma. No obstante, cabe destacar que se observo una tendencia hacia una menor diseminacion
de los clusteres heterotipicos, lo que fue acompafiado de una menor incidencia de frentes de
invasion cuando los clusteres fueron inyectados en el espacio perivitelino. Asimismo, la
comparacion de ambos disefios experimentales nos permitio observar que la agregacion de las
celulas tumorales en los cllusteres de CTC favorece su supervivencia, efecto que fue
independiente de la presencia de los fibroblastos VCAF™C™  Este resultado coincide con
nuestros resultados previos y con la mayor supervivencia atribuida a los cllsteres de CTC en el
sistema circulatorio®*%: incluso estudios clinicos han demostrado la baja incidencia de las
3%TZC apoptdticas dentro de los clisteres homotipicos comparados con las CTC individuales®
4

Sin embargo, el efecto observado en presencia de los fibroblastos VCAF™"™ no coincide
con estudios anteriores en los que se ha demostrado que diversas poblaciones de CAF aumentan
las capacidades metastasicas de células de cancer de mama cuando son xenotrasplantadas en
modelos de pez cebray murinos, aumentando el nimero de lesiones metastasicas'®’ 21922, Estas
discrepancias podrian deberse al distinto tejido de origen de los fibroblastos y las células
tumorales, que podria limitar la intercomunicacién entre ambos tipos celulares, y que por otro
lado podria condicionar el grado de activacion de los fibroblastos??. En este sentido, el
comportamiento de los fibroblastos VCAF™C"™ en nuestros ensayos funcionales y moleculares
es en cierto grado semejante al comportamiento de fibroblastos normales no activados, los
cuales pueden ejercer un efecto negativo sobre el crecimiento y progresion tumoral?922’, Por
otro lado, los resultados de distintos trabajos plantean la posibilidad de que los CAF pueden ser
poblaciones muy heterogéneas capaces de ejercer funciones antitumorales y protumorales, y
que éstas pueden depender del tipo de tumor??622822° por ejemplo, en el cancer de mama se ha
descrito la existencia de subpoblaciones de CAF especializadas, con funciones tanto pro-
proliferativas y pro-invasivas como no, y con perfiles de expresion génica y molecular
diferentes!0:230231,

Nuestros ensayos en pez cebra comparando la capacidad de diseminacion de los cllsteres
homotipicos con los clisteres heterotipicos formados por los fibroblastos VCAF™"™ y |os
fibroblastos BJ muestran resultados muy similares para ambas poblaciones de fibroblastos,
donde no se observan cambios significativos sobre la diseminacion de las células MDA-MB-
231°CFPlic Dichos resultados confirman que, a pesar de la procedencia tumoral de la linea
VCAFMCRe™ estos fibroblastos no poseen un fenotipo capaz de aumentar la capacidad invasiva
de las células tumorales, al igual que los fibroblastos BJ.

El andlisis de la sangre de pacientes con cancer ha mostrado la presencia de CAF
circulantes, en gran proporcion asociados a CTC formando clusteres heterotipicos. Esta
informacion sugiere que los CAF pueden viajar conjuntamente con las CTC ayudando en la
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formacion de metéstasis. En este sentido, estudios preclinicos han mostrado a los CAF
como facilitadores de la formacion de metastasis, asi como de la formacion de los clisteres
de CTCH113138 Sin embargo, en estos estudios la presencia de CAF en los clisteres de
CTC, y en las metastasis formadas, no esta clara, con evidencias en ambos sentidos. En
nuestros experimentos de pez cebra, hemos observado la diseminacion conjunta de los
fibroblastos (tanto VCAF™C"™ como BJ) con las células tumorales, aunque no en el total
de los embriones xenotrasplantados. La capacidad de diseminacion de los fibroblastos esta
en concordancia con trabajos previos en modelos murinos y de pez cebra''*'%’. En este
sentido, pudimos observar que, tanto en embriones xenotrasplantados con cllsteres
heterotipicos de MDA-MB-231°CFPi¢ y yCAF™C™Y como de MDA-MB-231¢¢FF-ucy B,
la presencia de fibroblastos diseminados en la cola de los peces se asocia a una mayor
diseminacion tumoral. Este efecto no parece ser debido a un mecanismo activo de
diseminacion involucrando la accion los fibroblastos, sino que parece ser debido a una
diseminacion conjunta de ambos tipos celulares desde el sitio de inyeccion a la circulacion.
Esta diseminacion puede ser de forma pasiva o debido al arrastre de las células MDA-MB-
231°CFP-Ilic a5 cuales son altamente invasivas. Por lo tanto, podriamos especular que
estamos ante una limitacion del modelo experimental de pez cebra, derivada posiblemente
del lugar de inyeccién escogido. Sin embargo, en base a nuestros analisis de regresion
asociando la fluorescencia de las células tumorales y los fibroblastos VCAF™™  no
podemos descartar cierto componente de migracién de las células tumorales dependiente
de la accion de los fibroblastos. Estos resultados estan en contraste con datos previos de la
literatura obtenidos en un modelo de pez cebra donde se ha observado que los CAF, en
contraposicion a los fibroblastos normales, son capaces de promover la metastasis
celular®®’,

Por otro lado, cabe destacar que en nuestros experimentos la supervivencia de la linea
VCAF™CM™ en |a cola del embrion tras la diseminacion de los clusteres heterotipicos es
mayor a lo largo del tiempo comparado con la linea BJ. De forma interesante, en presencia
de VCAF™C"™ diseminados, la cantidad de células MDA-MB-231°¢FF¢ en |a cola
aumenta de 24 a 72 horas, mientras que el nimero de células tumorales en individuos con
BJ en la cola se mantiene estable. Estos resultados parecen indicar que, si bien los
VCAFTCM™ no ejercen un efecto pro-invasivo sobre la diseminacion inicial desde el Ducto
de Cuvier de las células MDA-MB-231CFP¢ s estan favoreciendo su anidamiento y
posterior crecimiento, y por tanto su capacidad de colonizacion metastasica.

Asimismo, nuestros analisis nos permiten concluir que el efecto de los fibroblastos
VCAFTCe™Y sobre la supervivencia y proliferacion de las MDA-MB-231°CFP-Iuc gg
dependiente de su presencia mantenida en el tiempo, ya que solo se pudo observar cuando
los fibroblastos fueron capaces de sobrevivir tras su diseminacién en el embrion de pez
cebra. Contrariamente, en presencia de fibroblastos BJ el efecto fue el opuesto,
observandose una reduccion en el volumen de MDA-MB-231%¢7P¢ diseminadas en
aquellos embriones en los que estos fibroblastos fueron capaces de sobrevivir tras su
diseminacion. Esto se ve reforzado por los andlisis de la variacion de la fluorescencia de
las células MDA-MB-231CFP1¢ en embriones cuyos fibroblastos sobreviven o no en el
tiempo. Asi, hay un mayor porcentaje de individuos con VCAF™C"™ sypervivientes a las
72 horas en los que aumentan la cantidad de MDA-MB-2318¢P-¢ "en comparacion con
aquellos individuos cuyos VCAF™ "™ no sobreviven hasta ese tiempo. Por el contrario,
tanto si los fibroblastos BJ sobreviven como si no, se observa un gran porcentaje de
embriones que muestra una reduccion en la cantidad de MDA-MB-231°¢F*ic Sin
embargo, y de forma contraintuitiva, existe una tendencia hacia una reduccion en el nimero
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de fibroblastos VCAF™C"™ a |o largo del tiempo, lo que parece sugerir que no todos los CAF
diseminados tienen la capacidad de sobrevivir en las metéstasis. Por tanto, cabe pensar que se
esté produciendo un fenémeno de seleccion en el que la supervivencia de subpoblaciones de
VCAF™CMe™Y con capacidad de modificar la proliferacion de las células tumorales es favorecida,
posiblemente gracias a la interaccion fisica entre ambos tipos celulares. Dada la elevada
heterogeneidad descrita para los CAF, es posible especular que la poblacion de fibroblastos
VCAF™CMe™ alhergue subpoblaciones con distintas caracteristicas moleculares y funcionales,
siendo la poblacion general anti-proliferativa, pero con presencia de subclones con propiedades
pro-proliferativas. Esto también podria ser explicado por los diferentes origenes de los CAF
responsables de su diversidad dentro de los tumores®’?26:232233 pPara testar esta hipGtesis, seria
necesario llevar a cabo experimentos adicionales generando distintos clones a partir de esta
linea celular y llevando a cabo una caracterizacion molecular y funcional de los mismos.

Un estudio en pez cebra mencionado anteriormente muestra que los CAF son capaces de
promover la metastasis celular y, ademas, que permanecen estrechamente asociados a las
células tumorales una vez diseminadas’®’. Este trabajo otorga un papel importante a los CAF
dentro del establecimiento de la metastasis. En este sentido, nuestros resultados en base a los
andlisis de colocalizacion celular apoyan esta idea e indican que la interaccidn fisica entre las
células MDA-MB-231°¢FP-ucy |os fibroblastos VCAF™C™ es necesaria para ejercer un efecto
positivo sobre la supervivencia y proliferacion de las células tumorales. Por lo tanto, podemos
especular que las interacciones fisicas célula-célula establecidas entre ambos tipos celulares en
los clUsteres heterotipicos se pueden mantener durante y tras la diseminacion celular, ejerciendo
un papel promotor de la capacidad metastasica de las células tumorales. No obstante, es
necesario mencionar que en estos ensayos no todas las células tumorales muestran una
interaccion fisica con fibroblastos en la cola del embrion, lo cual parece indicar que parte de
los clusteres heterotipicos xenotrasplantados puede desagregarse en la circulacion del pez. Sin
embargo, a pesar de la disminucion de la presencia de VCAF™"™ diseminados a lo largo del
tiempo, los porcentajes de colocalizacion de las células tumorales y los fibroblastos se
mantienen, lo que podria indicar la seleccion de subpoblaciones de fibroblastos favorecidas por
el contacto con las células tumorales.

En concordancia con esta idea, el inmunoensayo realizado en distintas condiciones de
cultivo (monocultivo, cocultivo con interaccién fisica y cocultivo con interaccion paracrina)
muestra una produccion diferencial de citoquinas, detectdndose la secrecion de
CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10 e ICAM1/CD54, solo cuando existe interaccion fisica entre
las células MDA-MB-2318CF-Ie y |os fibroblastos VCAF™C™ 'y |a deteccion de CCL2/MCP1
cuando existe una interaccion paracrina entre ambos tipos celulares. CCL5/RANTES es
reconocida como una quimioquina inflamatoria, capaz de modular la migracion y metastasis de
las células tumorales®*. Particularmente en cancer de mama, CCL5/RANTES puede ser
secretada por células del microambiente tumoral y actuar de forma paracrina sobre las células
tumorales aumentando su motilidad, invasion y metastasis'®, y su expresion es elevada en
tumores agresivos, correlacionado con estadios avanzados de la enfermedad?®2%°, Por otro
lado, se ha observado que CXCL10/IP-10 promueve la proliferacion de las células tumorales,
la invasion y la infiltracion de células inmunitarias, contribuyendo a la progresion del cancer
de mama. Estos efectos estdn mediados por la capacidad de CXCL10/IP-10 de inducir la
transicion epitelio-mesénquima en las lineas celulares de cancer de mama!®’. En este mismo
tipo tumoral, los niveles de CXCL10/1P-10 se han correlacionado con una menor supervivencia
de las pacientes de cancer de mama metastasico, principalmente del subtipo triple negativo, y
se ha demostrado su implicacién en la proliferacion y crecimiento de las células tumorales en
los nichos metastasicos en un modelo de metastasis con las células MDA-MB-2312*, Respecto
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a la molécula de adhesion ICAM/CD54, esta puede activar vias de sefializacion
potenciadoras de un fenotipo metastasico, induciendo la invasion de células de cancer de
mamal®. Asimismo, se ha observado que la expresion de ICAM1 es muy elevada en las
metastasis pulmonares de xenotrasplantes derivados de pacientes con cancer de mama
triple negativo, activando vias celulares relacionadas con el ciclo celular y caracteristicas
“stem”, y que a través de mediar interacciones célula-célula es capaz de iniciar la formacion
de clusteres de CTC, asi como favorecer la migracion transendotelial de los mismos y la
formacion de metastasis'®®. Estos hechos indicarian que la deteccion de estas
citoquinas/quimioquinas en el medio de cultivo de células MDA-MB-2315CF>luc y
fibroblastos VCAF™C™ interaccionando fisicamente puede ser un factor contribuyente a
la supervivencia y proliferacion tumoral en los ensayos de pez cebra. Por otro lado, se ha
demostrado que en cocultivo con células de cancer de mama, los CAF pueden aumentar la
expresion y secrecion de CCL2/MCP1 (solamente detectada en cocultivos de interaccion
paracrina), promoviendo caracteristicas “stem” en las células tumorales?#2243, Esto sugiere
que, en nuestro ensayo, los fibroblastos VCAF™"™ son los productores de esta citoquina,
y que esta puede estar favoreciendo las capacidades metastasicas de las células MDA-MB-
231°CFP-lic 3 través de una accion paracrina.

En conclusion, este conjunto de resultados muestra un efecto diferencial de los
fibroblastos VCAF™"™ y BJ sobre la supervivencia y proliferacion de las células MDA-
MB-231°CFP-Itc diseminadas en la cola de los embriones, y que este efecto es dependiente
tanto de la capacidad de supervivencia de los fibroblastos VCAF™"™ como de su
interaccion fisica con las células tumorales derivadas de la agregacion celular en los
clusteres de CTC.

Los datos obtenidos en el modelo de pez cebra contrastan en cierto modo con los
resultados obtenidos en el ensayo de colonizacién pulmonar realizado en ratones. En el
primero, los clusteres heterotipicos no presentaron diferencias significativas en cuanto a la
diseminacion y anidamiento en comparacion con los cllsteres homotipicos, aunque se
observd una tendencia hacia un menor grado de diseminacién de los clusteres heterotipicos,
mostrando a su vez que la presencia de fibroblastos diseminados favorece la proliferacion
de las células tumorales. En el segundo, sin embargo, hubo una clara disminucion de la
capacidad de anidamiento y crecimiento de los clusteres heterotipicos respecto a los
homotipicos, generando un numero inferior de metastasis, por lo que no se observa ningun
efecto estimulador de la proliferacion celular. Esta diferencia puede deberse a que en el
ensayo de ratén existe una muerte celular muy acusada en los pulmones durante los
primeros tres dias tras la inyeccion, lo que podria limitar o enmascarar un posible efecto de
los fibroblastos VCAF™C"™ que hayan sobrevivido al paso por la circulacion y al
anidamiento. En este sentido, el andlisis histopatoldgico de los tejidos no fue concluyente
y no se pudo confirmar la presencia de fibroblastos VCAF™"™ en los pulmones de los
ratones, por lo que no podemos saber si estos estan presentes o no en las lesiones
metastasicas, y por tanto favorecer la proliferacion tumoral. En este sentido, la
transparencia del pez cebra es una herramienta muy Gtil que nos permite visualizar tanto el
comportamiento de las células tumorales MDA-MB-231°¢F!U¢ como de los fibroblastos
VCAF™CY en el tiempo, y observar fenomenos como la supervivencia y seleccion de
poblaciones celulares. En cualquier caso, nuestros resultados en raton son contrarios a un
estudio anterior en el que se describié como la inyeccion en vena de cola de clusteres
heterotipicos de células tumorales de MDA-MB-231 junto a CAF aumentaba el potencial
metastasico de las células tumorales en comparacion con clusteres homotipicos?®.
Tampoco estarian en consonancia con otro trabajo que sugiere que los CAF promueven la
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supervivencia de las CTC al conferir resistencia a las fuerzas de cizalla en la circulacion®2,

Como se ha comentado anteriormente, los CAF son una poblacion muy heterogénea con
maltiples posibles precursores, tanto fibroblastos normales residentes como otros tipos
celulares®*?4-248  Esta gran variedad de posibles origenes contribuye a la heterogeneidad
observada en las subpoblaciones de CAF, tanto a nivel funcional como de expresion
génica?®%231249 | 3 heterogeneidad de los CAF es evidenciada por la variedad de marcadores
bioldgicos con patrones de expresion selectiva que condicionan su funcion, siendo los mas
comunmente usados para definir los CAF la actina de musculo liso (a-SMA), la proteina de
activacion de fibroblasto (FAP), la proteina especifica del fibroblasto 1 (S100A4 o FSP1), y los
receptores alpha y beta del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFRa y
PDGFR-B)%. La expresion de estos marcadores en el estroma tumoral se ha asociado a un peor
prondstico en muchos tipos de cancer®®1%02%0 Asi por ejemplo, la pérdida de FSP1 en ratones
conlleva un impedimento en la movilidad de los fibroblastos, lo que se asocia a una reduccion
de la metastasis!?, y en xenotrasplantes ortotopicos en modelos murinos el tratamiento dirigido
contra fibroblastos con altos niveles de FAP muestra efectos antitumorales®®%2, Por el
contrario, en la literatura también hay reflejados trabajos en los que se ha propuesto un papel
antitumoral para los CAF. Por ejemplo, la ablacion de CAF a-SMA™ dio lugar tumores de
pancreas mas agresivos®>,

Nuestros resultados moleculares muestran que el perfil de expresion génica de ambas lineas
de fibroblastos, VCAF™C™ y BJ, para estos marcadores es similar, aunque se detectan
tendencias a mayores niveles de PDGFR-o. y PDGFR-p en la linea vVCAF™"™, Esto parece
indicar que, a pesar de proceder de un ambiente tumoral, los fibroblastos VCAF™™ no
presentan un patrén claro de activacion en lo que a marcadores asociados a la migracion,
invasion y modificacion de la matriz extracelular se refiere, lo que podria estar relacionado con
la falta de un fenotipo potenciador de la diseminacion tumoral en nuestros modelos in vivo. Sin
embargo, es posible que la expresion de los receptores PDGFR-a y PDGFR-B en los
fibroblastos VCAF™C™ esté asociada con el efecto potenciador de estos fibroblastos sobre la
proliferacion de las células tumorales. De hecho, ambos receptores se encuentran
sobreexpresados en multiples tumores, incluyendo el cancer de mama. En particular, la elevada
expresion de PDGFR-B en fibroblastos tumorales se asocia a un peor pronostico en cancer de
mama?>*2% y |a via de sefializacion de este receptor juega un papel importante en la activacion
de CAF y su contribucion a la progresion del cancer de mama?’. Estos resultados de expresion
génica, conjuntamente con los llevados a cabo anteriormente en cocultivos para el estudio de la
interaccion paracrina con las células tumorales (seccién 1.2 de resultados), el ensayo de
produccidn de citoquinas (seccion 3.4 de resultados) y los ensayos funcionales in vitro e in vivo,
parecen indicar que posiblemente la linea de fibroblastos VCAF™C"™ podria corresponderse
con una poblacion de fibroblastos asociados a cancer con limitada capacidad para la
comunicacion paracrina con las células de cancer de mama y dependiente de las interacciones
fisicas con estas para ejercer un efecto regulador sobre ellas.

Esta hipotesis se ve reforzada por los resultados de los ensayos de estimulacién con TGF-
B. Existe una comunicacion cruzada entre las células tumorales y los fibroblastos del
microambiente, principalmente a traves de citoquinas como PDGF y TGF-f. EI TGF-f es uno
de los principales inductores de la activacion de fibroblastos?>® y se ha comprobado que la
inhibicion de TGF-B bloquea la diferenciacion de células estromales en CAF?®, la proliferacion
tumoral y la metéstasis?®®. Asimismo, se ha descrito que fibroblastos normales activados con
TGF-B aumentan la metastasis en cancer hepatico y pulmonar®®’,

El anélisis de expresion génica en fibroblastos VCAFTC"™ estimulados con TGF-B mostro
un aumento de la expresion de los genes FN1y FAP, asi como fuertes tendencias a un aumento
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de ACTA2 y TNC. Estos resultados sugieren que los fibroblastos VCAF™"™ son capaces
de responder a estimulos clasicos del microambiente tumoral adquiriendo rasgos
moleculares de “activacion”, los cuales no fueron observados en los cocultivos de
interaccion paracrina con las células tumorales MDA-MB-2316CGFP-luc v \JCF78GFP-luc,
Asimismo, estos cambios de expresion génica inducidos por TGF-p también fueron
asociados a cambios en la expresion y localizacion proteica de los marcadores clasicos FAP
y a-SMA. Es particularmente resefiable la accion sobre la miosina de musculo liso, la cual
se observa claramente localizada en fibras de estrés tras el tratamiento con TGF-f y esta
implicada en la actividad contréctil de los fibroblastos?!. De manera importante, estos
cambios moleculares indicadores de activacion de los fibroblastos se tradujeron en cambios
funcionales. Ambas proteinas, a-SMA y FAP, han sido implicadas en la movilidad celular
y procesos de invasion en cancer. Asi, en ensayos de invasion en Transwell®, los cocultivos
heterotipicos formados por MDA-MB-231CFPi¢ y yCAF™Ce™ activados con TGF-f
muestran un mayor namero de células tumorales migradas que los cultivos de MDA-MB-
231°8CFP-lic y yyC AFMCeY sin tratar, indicando que la incubacion con TGF-P esta induciendo
a esta linea de fibroblastos a un fenotipo potenciador de la invasion. En linea con estos
resultados in vitro, en los xenotrasplantes en pez cebra, se observa una mayor diseminacion
de los clisteres heterotipicos cuando los fibroblastos VCAF™M™ han sido tratados
previamente con TGF-B. En esta ocasion, si que se observa un efecto potenciador de la
metéstasis de la linea VCAF™C"™ activada por TGF-B, tal y como describieron Ren et al.,
los cuales mostraron que la activacion de fibroblastos a través de la ruta TGF-B promovia
la intravasacion y extravasacion de las células de cancer de mama cuando son coinyectadas
en el espacio perivitelino y el Ducto de Cuvier??. Este conjunto de resultados indica que
los fibroblastos VCAF™C™ son capaces de adquirir un fenotipo impulsor de la invasion y
diseminacion tumoral en respuesta a estimulos del microambiente tumoral, y ponen de
manifiesto que en nuestros ensayos la interaccion paracrina entre las células tumorales de
mama Yy estos fibroblastos es limitada.

Diversos estudios demuestran que los fibroblastos asociados a cancer pueden estar
implicados en la formacion y diseminacion de los clisteres de CTC!28131.138,139.203 ° Agj
recientemente se ha descrito la presencia de cllsteres de CTC heterotipicos en la sangre de
pacientes con cancer de mama en todos los estadios, asi como una mayor capacidad de
formar metastasis de estos clisteres en modelos experimentales de cancer de mama?%, En
base a estas evidencias, decidimos estudiar el posible papel de los fibroblastos vCAF™Chery
como reguladores de la formacién de CTC vy cllsteres de CTC a través de su uso en un
modelo de cancer de mama humano ortotopico de raton generado con las células MDA-
MB_231eGFP-Iuc_

Los xenotrasplantes realizados para generar tumores muestran que la coinyeccion de
los fibroblastos VCAF™™ con las células MDA-MB-231°CF-It¢ gjerce un efecto negativo
sobre el desarrollo tumoral, observandose un retardo en la dinamica de crecimiento de estos
tumores respecto a los tumores de ratones xenotrasplantados exclusivamente con las
células MDA-MB-231¢¢F>ic - Aunque en cierto modo inesperado, ya que un efecto
inhibidor del crecimiento tumoral es mas esperado de los fibroblastos normales??°2%2, este
resultado concuerda con el efecto negativo que ejercen los fibroblastos sobre la
proliferacion de las células tumorales observado en ensayos in vitro. Asimismo, el
crecimiento tumoral retardado tuvo un impacto negativo sobre el desarrollo de las
metastasis, siendo estas menores al final de los experimentos. Estos hechos parecen estar
determinados por la cantidad de fibroblastos vVCAF™ "™ xenotrasplantados, ya que cuando
se aumento la proporcion fibroblasto: célula tumoral en los xenotrasplantes, se pudo
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observar un efecto inhibidor del crecimiento mas acusado en los xenotrasplantes heterotipicos.
En este ensayo, solo uno de los seis ratones inyectados con MDA-MB-2316CFP-luc y yC AFmChery
desarroll6 metéstasis pulmonar, mientras que cinco de los seis ratones inyectados con MDA-
MB-231CFPlc mostraron lesiones metastasicas. En base a estos resultados, este modelo
experimental no parece ser el mas adecuado para el estudio de la formacion de CTC y clusteres
de CTC, ya que es esperado que el efecto negativo de los fibroblastos VCAF™"™ sopre el
crecimiento tumoral y desarrollo de la metéstasis tenga un impacto en el nimero de CTC y
clasteres liberados a la circulacion sanguinea.

En el andlisis de la sangre de estos ratones se detectdé un mayor numero de CTC
individuales que de clusteres, representando estos Ultimos en torno al 13% de las CTC
detectadas en total. Esta frecuencia de deteccion de clusteres de CTC esta dentro del rango de
deteccion de estudios previos®®. Ademas, hay que destacar que se detectd un menor ndimero de
CTC individuales y clusteres de CTC en los ratones con xenotrasplantes heterotipicos respecto
a los ratones con xenotrasplantes homotipicos, aunque estas diferencias no fueron
significativas. Este resultado reflejaria el menor tamafio tumoral observado en este grupo
experimental. Por otro lado, también se detectaron fibroblastos circulantes en algunos de los
ratones xenotrasplantados con MDA-MB-231°6FF-luc y yCAF™Che™Y - demostrando la capacidad
de diseminacion de esta linea de fibroblastos'®. Sin embargo, hay que destacar que los escasos
fibroblastos encontrados en la sangre no forman parte de clisteres heterotipicos junto a las
MDA-MB-231°¢FP-u¢ “indicando que ambos tipos celulares no diseminan en conjunto. Este
resultado estaria en desacuerdo con otros trabajos, donde se ha observado la presencia de
clisteres de CTC heterotipicos en la sangre de pacientes y modelos animales de
cancer!11128131.203 por otro lado, también indicaria que, en este modelo, los fibroblastos
VCAFTCM™ ng estan ejerciendo de células lider favoreciendo la migracion colectiva de las
células tumorales, como se ha descrito en otros trabajos!®®2%3, Por el contrario, en la literatura
también se ha reflejado que, en modelos experimentales de raton, los CAF pueden favorecer la
formacion de clusteres de CTC sin que ellos vayan presentes en los mismos, ya que no se
observo la presencia de CAF en las metéstasis de estos animales'®. Por lo tanto, la ausencia de
VCAFTCMe™Y en os clisteres de CTC no significa que estas células no puedan estar ejerciendo
un papel regulador sobre el desprendimiento de las CTC y clUsteres de CTC a partir del tumor
primario.

De forma interesante, mientras que en los ratones con xenotrasplantes homotipicos existe
una relacion directa entre el nimero de CTC detectadas y el nimero de cllsteres de CTC, esta
relacion se pierde en los ratones xenotrasplantados con fibroblastos VCAF™CM™  Asi, la
proporcion de clusteres de CTC frente a CTC individuales detectada en la sangre de ratones
con xenotrasplantes heterotipicos es superior a la detectada en ratones con xenotrasplantes
homotipicos, sugiriendo que, a pesar de que estos tumores arrojan un nimero menor de CTC
individuales, el niamero de clusteres de CTC arrojados es mayor en proporcion al nimero de
CTC individuales. Esta observacion estaria indicando que la presencia de los fibroblastos
VCAFTCMe™ en el tumor primario parece ejercer un efecto regulador sobre la formacion de los
clusteres de CTC o sobre la capacidad de estos de intravasar y entrar en circulacion. Asi, los
ensayos de agregacion in vitro muestran que los fibroblastos VCAF™"™ favorecen la
formacion de agregados por parte de las células MDA-MB-231°¢F*¢ pero siendo estos tanto
agregados celulares homotipicos como heterotipicos. Este resultado no iria en linea con la
observacién exclusiva de clusteres de CTC homotipicos en la sangre de los ratones. Sin
embargo, los ensayos de formacion de esferoides sugieren que, si bien ambos tipos celulares
pueden formar parte del mismo esferoide, la arquitectura de los mismos (formada por un nicleo
de fibroblastos VCAF™C"™ cubierto por células MDA-MB-2315CFP1¢) ng estaria favoreciendo

135



Discusion

el desprendimiento e invasion conjunta de ambos tipos celulares y por tanto favoreciendo
la formacion de clusteres heterotipicos. No obstante, la realizacién de experimentos de
invasion a partir de los esferoides seria necesarios para demostrar esta idea, asi como
experimentos adicionales para demostrar la implicacion directa de los fibroblastos
VCAFMCMe™ en |a formacion de clisteres de CTC. En cualquier caso, cabe destacar que en
estos ratones la incidencia de las metéastasis fue inferior a la del grupo con xenotrasplantes
homotipicos, por lo que el nimero total de clisteres de CTC generados parece ser el factor
principal que determina la incidencia metastasica.

Si bien se ha descrito que la presencia de clUsteres de CTC en la sangre de pacientes
se asocia a un peor prondstico?*°!, nuestros experimentos parecen indicar que los clisteres
de CTC formados a partir de tumores heterotipicos no parecen tener un mayor potencial
metastasico que los cllsteres formados por tumores homotipicos. En base a nuestros
experimentos en pez cebra que muestran que los fibroblastos VCAF™"™ favorecen la
supervivencia y proliferacion de las CTC una vez diseminadas, cabria esperar que los
clusteres de CTC de xenotrasplantes heterotipicos tuviesen una ventaja metastasica sobre
los clusteres de xenotrasplantes heterotipicos. Sin embargo, los resultados muestran que
esto no es asi. No obstante, hay que resefiar que el efecto positivo de los fibroblastos
VCAFTCe™Y sopre la supervivencia y proliferacion de las células MDA-MB-231°CF-1U¢ e
el modelo de pez cebra fue dependiente de las interacciones fisicas entre ambos tipos
celulares. En este sentido, el andlisis de la sangre de estos ratones muestra que no se estan
arrojando a la circulacion clUsteres heterotipicos y por tanto no se esta dando este fendmeno
de comunicacion intercelular, hecho que podria explicar la falta de un efecto pro-
metastasico mediado por una estimulacion de la supervivencia y proliferacion celular.

En conjunto, el desarrollo de un modelo de clusteres de CTC en combinacion con
ensayos funcionales in vitro e in vivo y ensayos de caracterizacion nos ha permitido
entender mejor la complejidad de las interacciones celulares entre las células tumorales y
células del microambiente tumoral, como son los fibroblastos asociados a cancer (CAF).
Si bien el principal papel atribuido a los CAF como poblacion es el de promover la
progresion tumoral y facilitar la metastasis, los presentes resultados muestran que estas
células pueden ejercer varios efectos reguladores sobre la metastasis mediada por los
clusteres de CTC heterotipicos, tanto negativos como positivos. Asimismo, estos efectos
reguladores son dependientes del fenotipo tumoral, del tipo de interaccion establecida con
las células tumorales (paracrina o fisica) e incluso de la seleccién de subpoblaciones
celulares dentro de los CAF. Esto pone en evidencia la heterogeneidad funcional existente
dentro de los CAF y la complejidad del estudio de sus interacciones con las células
tumorales. Por lo tanto, el modelo de clUsteres de CTC desarrollados en este proyecto de
tesis es til para ahondar sobre la biologia de estas agrupaciones celulares y para el estudio
de su papel en la metéastasis del cancer.
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CONCLUSIONES

El efecto de la linea de fibroblastos VCAF™""Y sobre las células tumorales en los
ensayos in vitro es dependiente del fenotipo de estas ultimas, aumentando o
disminuyendo las capacidades de las lineas MCF7¢¢Fc v MDA-MB-2318CFP-luc,
respectivamente, en distintos procesos asociados con la metastasis.

La interaccion paracrina bidireccional entre las células tumorales y los fibroblastos
VCAF™CM™ no parece ser suficiente para inducir cambios en la expresion de marcadores
asociados a la transicion epitelio-mesénguima en las células tumorales ni de marcadores
clasicos de activacion en los fibroblastos.

El desarrollo de un modelo in vitro de clisteres de CTC y la optimizacion de su
xenotrasplante en pez cebra nos permite determinar que la presencia de los fibroblastos
VCAF™CMe™ en Jos clusteres heterotipicos no potencia la diseminacion de las células
tumorales MCF7¢CFPi¢ o MDA-MB-2317P¢  aunque su supervivencia en la cola
favorece la proliferacion y supervivencia de las Ultimas una vez diseminadas.

El efecto positivo de la linea de fibroblastos VCAF™"™ sobre la supervivencia y
proliferacion de las células MDA-MB-231C7P1¢ gs dependiente de interacciones fisicas
de estos fibroblastos con la linea tumoral, y posiblemente del intercambio de factores
solubles derivados de dichas interacciones.

Existe una posible seleccion de sub-poblaciones de la linea VCAF™"™ en los
xenotrasplantes de pez cebra, en la que se favorece a aquellos fibroblastos capaces de
potenciar la proliferacion de la linea MDA-MB-231¢¢Fluc Esto, junto al efecto
dependiente del fenotipo tumoral, evidencia la heterogeneidad funcional existente
dentro de los CAF.

La caracterizacion molecular de los fibroblastos VCAF™ ™™ muestra que, pese a
proceder de un tumor, no presenta un fenotipo claro de activacion y pro-invasivo, el
cual puede ser adquirido mediante el tratamiento con TGF-f. Esto sugiere una
intercomunicacion posiblemente deficiente entre las células tumorales de mama y los
fibroblastos vVCAFMCher,

En nuestro modelo de xenotrasplante en raton, la linea de fibroblastos vCAFTChe™y
afecta negativamente al desarrollo tumoral y la incidencia de metastasis. Sin embargo,
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la proporcion de clisteres de CTC respecto a CTC individuales en estos ratones es
mayor que en aquellos xenotrasplantados exclusivamente con células MDA-MB-
231°8CFP-lie Esto indica que la linea VCAF™C"™ parece ejercer un efecto regulador sobre
la formacion de clusteres de CTC.

En la sangre de los ratones xenotrasplantados apenas se pudo detectar la presencia de
clsteres heterotipicos, indicando que ambos tipos celulares no diseminan
conjuntamente. En base a nuestros resultados de supervivencia y proliferacion tumoral
observados en el pez cebra, esta falta de interaccion entre ambos tipos celulares podria
explicar la reducida incidencia de metéstasis observada en los ratones con
xenotrasplantes heterotipicos.

La generacion in vitro de clusteres de CTC ha demostrado ser un modelo de gran
utilidad para el estudio de la biologia de estos grupos celulares y su papel en la
metéstasis, asi como para entender la interaccion entre las CTC y los fibroblastos del
microambiente tumoral.
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Notifico a Vd. que el Sr. Director General de Agricultura y Ganaderia, ha dictado la
siguiente Resolucién:

“Vista la solicitud formulada por D./DNA. PABLO HURTADO BLANCO, con DNI
23310411A, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS en ROEDORES.

Visto el informe favorable del Area de Protecciéon Animal.

Considerando que el solicitante cumple los requisitos para estimar su solicitud, por lo
dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen los requisitos
de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados o
suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

Esta Direccion General ha resuelto: reconocer la capacitacion a D./DNA. PABLO
HURTADO BLANCO, con DNI 23310411A, para realizar las funciones de EUTANASIA DE LOS
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Contra esta Resolucidn, que no agota la via administrativa, cabe interponer recurso de
alzada en el plazo de un mes, contado desde el dia siguiente a la recepcidon de esta
notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracion Local y Ordenacion del
Territorio, conforme a lo establecido en el articulo 121 y siguientes de la Ley 39/2015, de 1 de
octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de las Administraciones Publicas.”

Se adjunta Certificado de Capacitacion.

Madrid ,31de octubre de 2016
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El 90% de las muertes asociadas con cancer se deben a la
metastasis, proceso en el que la intercomunicacion dinamica
existent= entre el tumor y el microambiente tumoral es un
factor clave. Las células tumorales circulantes o CTC

aquellas células capaces de diseminar y formar nuevos focos
tumorales, viajando en la sangre de forma individual o en
clisteres. Nuestro objetivo es estudiar como el microambiente
de los tumores de mama condiciona el potencial

metastasico de CTC y clusteres de CTC. Para ello, se emplearan
co-cultivos celulares que representen la heterogeneidad

celular presente en los tumores y a partir de los que abtener
clisteres de CTC de distinta composicién. Esto nos permitira
estudiar la contribucidn de sus componenzes, centrandonos en
los Aibroblastos asociados a cancer, a la diseminacion

tumoral
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