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RESUMEN (en Inglés)

Cancer associated fibroblasts (CAFs) are the most abundant cell type in breast cancer stroma
and have a series of actions promoting tumor phenotypes, including inflammatory cell
recruitment. We found that 32% of breast carcinomas analyzed contained intratumoral
mononuclear inflammatory cells (MICs) in the intratumoral stroma with a high MMPs (matrix
metalloproteases)/TIMPs (tisullar inhibitor MMPs) expression profile (MMP11 is their better
biological marker), which is associated with a higher rate of distant metastasis development
(97.6%) and with high inflammatory molecular profile from tumors.

In the present study, we analized the expression by normal associated fibroblasts (NAFs) and
by CAFs from breast carcinomas, of factors related with the crosstalk between the cancer cells
and the tumor stroma which were all implicated in several actions promoting tumor growth,
and their relationship with MMP11 expression by intratumor MICs.

NAFs and CAFs were isolated from twenty invasive breast carcinomas which were classified in
order to their expression of MMP11 by intratumoral MICs. Expressions of the calcium-binding
protein S100A4, growth factors (TGFB, HGF, FGF2, FGF7, PDGFA, PDGFB, VEGFA and IGF2),
inflammatory cytokines (IL6 and IL8), chemokines (CCL2, CXCL12), proteases (uPA, MMP2,
MM9 and MMP11), transcription factor NFkB and TIMP1, were analyzed by PCR methods. We
also explore, across co-cultures between CAFs and two breast cancer cell lines (MCF7 and
MDA-MB-231), the possible reciprocal influence on these molecular expressions. Likewise,
Matrigel invasive tests were performed.

The results indicate that in the overall population of the study, CAFs showed higher levels of
FGF7, IL6, CCL2, MMP2, MMP9 and MMP11, compared with paired NAFs. NAFs from tumors
with MMP11(+) MICs showed higher expression of IL8 and FGF2, compared with tumors with
MMP11(-) MICs. In addition, CAFs from tumors with MMP11(+) MICs had higher CXCL12,
S100A4, HGF, VEGFA and TIMP1 compared with tumors with MMP11(-) MICs. Both CAFs types
increased the expression of many of the factors when co-cultured with each of the two breast
cancer cell lines. Although different induction patterns were detected in the two breast cancer
cell lines after co-cultured with either one of the two CAFs types. Thus, CAFs from MMP11(-)
MICs tumors express higher levels of PDGFB, CCL2, MMP9, MMP11, IL6 and IGF2, after co-

cultured with MCF7, compared with tumors with MMP11(+) MICs; whereas CAFs from

MMP11(+) MICs tumors express higher levels of HGF, FGF2, PDGFB, CXCL12, and uPA, after co-




cultured with MDA-MB-231 cells, compared with tumors with MMP11(-) MICs. On the other
hand, both MCF7 and MDA-MB-231 breast cancer cells overexpress many of these factors
when co-cultured with both CAFs types. However, it was also remarkable the fact of that
conditioned medium from both CAFs populations increased the invasive phenotype from the
metastasic MDA-MB-231 cell line, but this effect was higher with the conditioned medium
from CAFs from MMP-11(+) MICs tumors.

The results of this study demostrated that CAFs from MMP-11(+) MICs tumors seem specially
to contribute to tumor progression. Our findings contribute to a better tumor stromal

characterization in order to an improved prognostic evaluation in breast cancer.
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Introduccion



L. Fisiologia de la mama

La diferenciacién embrionaria de la glandula mamaria es semejante en el hombre y en la
mujer, aunque en la glandula mamaria femenina ocurren grandes modificaciones estructurales
y funcionales relacionadas con el estado hormonal y la fisiologia del sistema reproductor, que
la convierten en un érgano complejo. Las variaciones de la estructura histoldgica de la glandula
mamaria se producen durante la pubertad, el ciclo menstrual, el embarazo y la menopausia. La
mama de una mujer en edad fértil, no embarazada ni lactante, se denomina mama en reposo y
es la que se describira a continuacién.

Del pezén se originan de seis a diez sistemas principales de conductos, cuyas ramificaciones
sucesivas llegan hasta el conducto lobulillar terminal, que forma parte de la unidad estructural
y funcional de la mama que es el lobulillo. En la mujer adulta, el conducto terminal se ramifica
en un grupo arracimado de pequefios acinos para formar un lobulillo. Cada sistema ductal

drena a través de una via excretora independiente o conducto galactéforo (Figura 1).

Acino

Lobulillo Conductillo del acino

Conducto terminal

Conducto Segmentario

Conducto Galactdforo

Seno Galactdoforo

Pezdn

Tejido Adiposo

Figura 1. Anatomia del lobulillo y conductos mamarios. (Fuente: www.mastologia.net)

El epitelio de los conductos es diferente a cada tramo. La areola, el pezén y las

desembocaduras de los conductos galactoforos principales estan revestidos de un epitelio



escamoso queratinizante que se transforma subitamente en un epitelio cubico de doble capa.
La piel aerolar circundante estd pigmentada y se sustenta sobre musculo liso.

En la mama normal, los conductos y los lobulillos poseen, por debajo del epitelio de
revestimiento, una capa discontinua de células aplanadas contractiles que contienen
miofilamentos: las células mioepiteliales. Dichas células ayudan en la eyeccidn de leche
durante la lactancia, y tienen un papel importante en el mantenimiento de la funcién y
estructura normal del lobulillo y de la membrana basal. Las luces de los lobulillos estdn
recubiertas por una segunda capa de células epiteliales (epitelio cubico simple). Las células
luminales del conducto terminal y del lobulillo producen leche, no asi las que revisten el
sistema de conductos principales.

La mayor parte del estroma mamario estd formado por un tejido fibroconjuntivo denso
entremezclado con tejido adiposo (estroma interlobulillar). Los lobulillos estdn rodeados de un
estroma fibrovascular denso, delicado que responde a hormonas mamarias especificas y

contiene linfocitos dispersos (estroma intralobulillar) (Figura 2) (Cotran, 2010).

C. Mioepiteliales g _
E. Cabico simple

Membrana basal

Conductillo alveolar

Acino mamario /
Estroma intralobulillar P

5
N

Figura 2. Capas celulares de los lobulillos mamarios. (Fuente: www.mastologia.net)


http://www.mastologia.net/

II. Desarrollo del tumor

Existen multiples factores que pueden inducir la progresion del tejido normal hacia el cancer
de mama. En efecto, la acumulacidn de cambios genéticos y epigenéticos lleva a una célula
normal a adquirir caracteristicas cancerosas. Las alteraciones genéticas hacen referencia a
cambios en la secuencia de pares de bases del ADN (acido desoxirrubonucléico) o a la delecién
de un gen en su totalidad. Las alteraciones epigenéticas hacen referencia a cambios en la
expresion de genes estructuralmente normales, principalmente producidos por metilaciones.
Asi, la metilacién de un gen con funcién supresora comporta una inhibiciéon de su expresion,
resultando en una mayor activacién del ciclo celular. Asimismo un déficit en la metilacidon de
un gen activador resulta también en una mayor activacién del ciclo celular, por mayor
expresion de este gen (Esteller, 2008). Por lo tanto, las alteraciones genéticas y epigenéticas

pueden tener las siguientes consecuencias:

e Activacion de oncogenes, como los factores de crecimiento y sus receptores, y

sefiales de factores reguladores de la transcripcidn.

e Inactivacidn de genes supresores, como p53, p16, BRCA, PTEN, etc...

e Alteraciéon de los genes responsables de la estabilidad del genoma, como los

genes reparadores del ADN o genes reguladores de la apoptosis (bcl2, bax...)

Esto confiere a las células tumorales la capacidad de eludir los mecanismos fisioldgicos de
diferenciacion a la vez que generan sefales de crecimiento propio y anulan los sistemas de
muerte celular programada o apoptosis. Se ha descrito que las células tumorales presentan

seis alteraciones esenciales en su fisiologia (Figura 3) (Hanahan, et al., 2000):



Autosuficiencia en el crecimiento, las células tumorales pueden generar
muchas de sus propias sefiales de crecimiento, reduciendo asi su dependencia

de la estimulacién exdgena.

Resistencia a estimulos antiproliferativos, las células tumorales deben eludir

las sefiales antiproliferativas para poder multiplicarse.

Invasion de tejidos y metdstasis, esta capacidad permite a las células
tumorales escapar de la masa del tumor primario y colonizar nuevos terrenos
en el cuerpo, donde los nutrientes y el espacio no son limitantes, al menso

inicialmente.

Potencial de replicacién ilimitado, el conjunto de las propiedades que afectan
al ciclo celular de las células (autosuficiencia en el crecimiento, resistencia a
estimulos antiproliferativos y evasién de Ila apoptosis) permite una

desvinculacion del programa de crecimiento normal de las células.

Estimulacion de la angiogénesis, esta capacidad parece ser adquirida durante
el desarrollo del tumor, a través de un cambio en el equilibrio de inductores e

inhibidores de la angiogénesis.

Evasion de la apoptosis, las células tumorales pueden adquirir esta capacidad
a través de una variedad de estrategias, siendo la mas frecuente una mutacion

en el gen supresor de tumores p53.
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Evasion de la apoptosis

Autosuficiencia en el crecimiento

Resistencia a estimulos
antiproliferativos

Estimulacion de la
angiogénesis

Invasion de tejidos
y metastasis

Potencial de replicacion
ilimitado

Figura 3. Alteraciones en las células tumorales. (Fuente: modificada de Hanahan D, 2000).

Sin embargo, la inestabilidad gendmica y la inflamacién mediada por las células inmunes

atraidas al nicho tumoral son causas subyacentes que fomentan estas funciones distintivas.

Ademas, la reprogramacion de la energia metabdlica y la evasién de la destruccién por el

sistema inmune son dos nuevos conceptos que han sido recientemente afiadidos la lista de

caracteristicas de las células tumorales (Figura 4) (Hanahan, et al., 2011).
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Caracteristicas emergentes

Reprogramacion de la

< 2 Evasiéon inmunolégica
energia metabdlica

Inestabilidad genémica
¥ mutaciones

Tumorigénesis derivada
de la inflamacién

Propiedades adquisitivas

Figura 4. Nuevos conceptos de las caracteristicas de las células tumorales. (Fuente: modificada

de Hanahan D, 2011).

Por otra parte, aunque aun no esté plenamente conocido el papel de las células madre
tumorales, estas células parecen tener un papel en el desarrollo del tumor. Las células madre
tumorales tienen una capacidad de autorrenovacién constante, han perdido la capacidad de
regulacién del crecimiento, pero conservan la capacidad de diferenciacion. Asi, estas células se
convierten en las proveedoras de nuevas células tumorales.

En definitiva, el tejido mamario sufre una acumulacién de dafios y cambios genéticos y
epigenéticos, de manera que progresa a través de diferentes estadios hasta llegar al cancer. El
modelo aceptado del desarrollo del cancer de mama describe las fases reversibles de
hiperplasia (excesivo crecimiento de células) e hiperplasia atipica (excesivo crecimiento de

células anormales); cuando la hiperplasia atipica se convierte en carcinoma in situ (limitado a

12



la estructura que afecta) es probablemente irreversible y, pasado un tiempo la lesiéon progresa
a cancer infiltrante (invasién de los tejidos circundantes) (Kopans, 1994) (Figura 5). El tiempo
gue sucede entre un episodio y otro es muy variable, y aun cuando es imposible demostrar
gue todos los tumores evolucionan de esta manera, se considera que el proceso es evolutivo y

gue no existe transformacidn directa desde la célula normal hasta la célula cancerosa.

Reversible Irreversible

Conducto Hiperplasia Hiperplasia Carcinoma Carcinoma
normal atipica ductal ductal
in situ infiltrante

Figura 5. Modelo de crecimiento del cdncer de mama. (Fuente: Kopans DB, 1994).

ITII. Incidencia y mortalidad por cancer de mama

La estimacion a nivel mundial de la incidencia y mortalidad del cancer realizada por la
International Agency for Research on Cancer en el afio 2008 dentro del proyecto GLOBOCAN,
estima que anualmente se diagnostican 1,38 millones de nuevos casos de cancer de mama en
el mundo, siendo la neoplasia mas prevalente con 5,2 milllones de supervivientes a los cinco
afios de diagndstico. Representa el 23% de todos los canceres, siendo el segundo mas
frecuente considerando la totalidad de los tumores en ambos sexos. Es la primera causa de
muerte por cancer en mujeres, tanto de paises desarrollados como en vias de desarrollo,
representando 458.503 muertes anuales (14% de muertes por cancer en la mujer) (Figura 6)

(Jemal, et al., 2011).
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Figura 6. Resumen de la incidencia y mortalidad por cancer de mama en 2008 (Fuente:

GLOBOCAN 2008).

En la Unién Europea (UE), el estudio GLOBOCAN estimé 332.670 nuevos casos en 2008, lo que
suponia 77,1 casos de cancer de mama por cada 100.000 habitantes, y 89.801 fallecimientos,
con 16,6 muertes por cancer de mama por cada 100.000 habitantes.

En Espaifa, los datos del instituto nacional de estadistica muestran que de los 382.047
fallecimientos acaecidos en el 2010, el 48,1% fueron mujeres, siendo las tres causas principales
de mortalidad las enfermedades del sistema circulatorio (31,2% del total), seguidas por cancer
(28,1%) y por las enfermedades del sistema respiratorio (10,5%). La SEOM (Sociedad Espafiola
de Oncologia Médica) realizé un estudio de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de

neoplasias malignas en Espafia, en el cual se estima que en el 2015 la incidencia global prevista
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de cancer en mujeres espafolas sea de 85.108 casos, siendo el cancer de mama el tumor con
mayor nimero de nuevos casos diagnosticados (21.262 casos). En Asturias, el cdncer de mama
es el tumor mas frecuente en mujeres, representando el 24,5% de todos los cdnceres

incidentes y la primera causa de muerte por tumores, con una tasa de 36,3 por diez mil.

Debido a los programas de deteccién temprana y a los avances en los tratamientos, el nUmero
de mujeres que sobrevive al cancer de mama ha aumentado significativamente en los Ultimos
afios, y de hecho, la supervivencia a los cinco afios ha llegado hasta el 89% (Jemal, et al., 2011;
Kim J. M., et al., 2013). Aunque estos avances han permitido reducir la mortalidad, hay todavia
muchas carencias terapéuticas que resultan en recurrencia, metastasis y muerte. Asi, la
mayoria de las complicaciones asociadas al cancer de mama son debidas a la metastasis del
tumor primario, principalmente a través de la diseminacién hematdgena a drganos distantes

como hueso, rifidn, pulmdn y cerebro (Weigelt, et al., 2005).

IV. Factores de riesgo

Un factor de riesgo es todo aquello que aumenta la probabilidad de desarrollar una
enfermedad, como por ejemplo el cancer. Los factores de riesgo mas contrastados en el caso

del cancer de mama son los siguientes:

Edad: La incidencia del cancer de mama aumenta con la edad, duplicindose
aproximadamente cada 10 afios hasta la menopausia, momento donde la incidencia disminuye
hasta seis veces (Figura 7) (Han W., et al., 2004). Ademas, los tumores diagnosticados en
mujeres menores de 35 afios suelen ser mas proliferativos y por tanto tienen peor prondstico,
tanto en lo que se refiere a tiempo libre de enfermedad como a supervivencia global (Bonnier,

et al., 1995; Park B. W., et al., 2002).

15



% pacientes
/

10— oo
/ A
P

25 35 45 55 65 75 85
Edad (afios)

Figura 7. Porcentaje de muertes en mujeres atribuidas al cdncer de mama, segun la edad.

(Fuente: Breast cdncer-epidemology, risk factors and genetics, 2000).

Edad de menarquia y menopausia: Las mujeres que comienzan a menstruar a una edad
temprana o que tienen la menopausia tardia tienen un riesgo mayor de desarrollar cancer de
mama. Asi, un retraso de dos afios en la edad de menarquia reduce un 10% el riesgo de
desarrollar esta neoplasia, siendo éste un 17% mayor en mujeres que han tardado cinco afios
mas en alcanzar la menopausia (Hsieh, et al., 1990).

Edad del primer embarazo: La nuliparidad o un primer parto a edad avanzada, aumentan la
incidencia de cancer de mama. El riesgo de cancer de mama en las mujeres que tienen su
primer hijo después de los 30 afios es aproximadamente el doble que en las mujeres que
tienen su primer hijo antes de los 20 afios. El grupo de mayor riesgo son aquellas que tienen el
primer parto después de la edad de 35, estas mujeres parecen tener un riesgo aun mayor que
las mujeres nuliparas (McPherson, et al., 2000).

Historia en familiares de primer grado: La historia familiar es un factor de riesgo que depende
del nimero de familiares afectos, de la edad de diagndstico de los familiares, asi como del
grado de parentesco. El riesgo de una mujer de padecer cancer de mama es de dos o mds
veces mayor si tiene un familiar de primer grado (madre, hermana o hija) que desarrollaron la

enfermedad antes de los 50 afios, y cuanto mdas joven lo haya desarrollado mayor riesgo
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existe. Por ejemplo, una mujer cuya hermana desarrollé cdncer de mama con 30-39 afios tiene
un riesgo acumulado del 10% de desarrollar la enfermedad a los 65 afios, pero el riesgo es sélo
del 5% si la hermana tenia entre 50-54 afios al momento del diagndstico. El riesgo aumenta
entre cuatro y seis veces si dos familiares de primer grado han desarrollado la enfermedad. Por
ejemplo, una mujer con dos familiares afectados, uno menor de 50 aifos al momento del
diagndstico, tiene un 25% de probabilidad de desarrollar cdncer de mama a la edad de 65 afios
(McPherson, et al., 2000; Ottman, et al., 1983).

Mutaciones BRCA-1, BRCA-2 y Li-Fraumeni: Las mutaciones de los genes BRCA1 o BRCA2
(Breast Cancer -1y -2), los cuales se encuentran en los cromosomas 17 y 13, respectivamente,
se asocian con mayor riesgo de desarrollar cdncer de mama u ovario. Ciertas mutaciones se
producen en alta frecuencia en poblaciones definidas. Por ejemplo, un 2% de las mujeres
judias Ashkenazi (descendientes de la poblacion judia de Europa central y oriental) tienen
deleciones o inserciones en BRCA1, mientras que en Islandia una delecion especifica de BRCA2
representa aproximadamente la mitad de todos los canceres de mama familiar.

Las mutaciones heredadas en otros dos genes, p53 y PTEN (homdlogo de fosfatasa y tensina),
estan asociadas a los sindromes familiares de LiFraumeni y de Cowden respectivamente, que
presentan un alto riesgo de cancer de mama, pero son poco frecuentes. Este riesgo estd
asociado con un deterioro de la capacidad de reparacién del ADN a nivel de todos los tejidos,
no tratandose por tanto de sindromes especificos de cancer de mama (Ford, et al., 1994; Chen
S., et al., 2007; Easton, et al., 1997; Struewing, et al., 1997). Algunos genes de menor
penetrancia, como el recientemente identificado gen CHEK2 (cell-cycle-checkpoint kinase 2)
(Meijers-Heijboer, et al., 2002), podrian expresarse siguiendo un modelo poligénico (Pharoah,
et al., 2002).

Factores hormonales: Los estudios epidemioldgicos a gran escala sugieren que a mayor
tiempo de exposicion a estrégenos, mayor riesgo de cancer de mama. El embarazo parece

tener un doble efecto: a corto plazo se asocia con un incremento del riesgo inicial debido al
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aumento de hormonas circulantes, pero a largo plazo constituye un factor protector como
consecuencia de la maduracién del tejido mamario, que se traduce en una menor tasa de
proliferacién del mismo (Pike, et al., 2004). Entre las mujeres que usan terapia hormonal
sustitutoria (THS) y las que han cesado su uso de uno a cuatro afios antes, el riesgo relativo de
padecer cdncer de mama aumenta por un factor de 1,023 por cada afio de uso. Este
incremento es consistente con el efecto de un retraso en la menopausia, debido a que el
riesgo relativo de cancer de mama aumenta por un factor de 1,028 por cada aifio en tardar mas
en alcanzar la menopausia. El riesgo de cancer de mama parece ser mayor con el uso
combinado de estrégenos y progesterona (McPherson, et al., 2000). De hecho, varios factores
de riesgo como la edad avanzada, la edad menarquia y menopausia, la nuliparidad, un primer
parto a edad avanzada o el uso de THS, todo ellos pueden tener como origen comun el tiempo
de exposicion a estrégenos.

Enfermedades benignas previas en la mama: existen dos tipos de enfermedades benignas de
la mama: no proliferativas y proliferativas. En el primer caso, no hay una asociacién con el
incremento de la incidencia de cdncer de mama, mientras que en las segundas si. Si en una
biopsia de enfermedad proliferativa no se observan atipias histoldgicas, el riesgo de cancer
estd aumentado 1,5-2 veces, mientras que si se observa una hiperplasia con atipia, el riesgo
relativo es cinco veces mayor, siendo hasta nueve veces mayor si la paciente tiene ademas
historia familiar de primer grado (Dupont, et al., 1985).

Radiacidn: Se observé una duplicacién del riesgo de cancer de mama entre los adolescentes
expuestos a radiacion durante la Segunda Guerra Mundial. Las radiaciones ionizantes también
aumentan el riesgo a lo largo de la vida, particularmente cuando la exposicidn es durante la
formacién de la mama (McPherson, et al., 2000). En un estudio realizado por Gervais-Fagnou y
col. (1999) (Gervais-Fagnou, et al., 1999), se mostré que afos después de realizar un
tratamiento de la enfermedad de Hodking con radiacion supradiafragmatica, el riesgo relativo

de desarrollar cdncer de mama era 10,6 veces mayor que en mujeres sin el tratamiento.
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Variacidén geografica: la incidencia ajustada por edad y la mortalidad por cancer de mama varia
entre los paises. La diferencia entre entre los paises del Lejano Oriente y Occidente estd
disminuyendo, aunque el riesgo sigue siendo de hasta cinco veces mayor en los paises
occidentales. Los estudios de migracidon, demuestran que en los emigrantes, las tasas de
cancer de mama asumen la tasa del pais anfitrién en una o dos generaciones, lo que indica que
los factores ambientales son de mayor importancia que los genéticos (McPherson, et al,

2000).

Estilo de vida:
e Obesidad: La obesidad estd asociada con un riesgo dos veces mayor de desarrollar
cancer de mama en las mujeres posmenopausicas, mientras que contrariamente, en
mujeres premenopausicas se asocia con una incidencia reducida (McPherson, et al.,

2000).

e Ingesta de alcohol: existe un incremento del 7,1% en el riesgo relativo de cancer de
mama por cada 10 gramos de alcohol ingeridos al dia (Hamajima, et al., 2002), dicho
riesgo parece disminuir si se acompafia de una ingesta de acido fdlico, ya que un bajo
consumo de vitamina B disminuye la capacidad de reparaciéon de ADN (Sellers, et al.,

2001).

e Tabaco: La asociacién entre el tabaquismo y el cancer de mama es controvertida,
aunque existen numerosos estudios que muestran una relacion entre el tabaco y un
mayor riesgo de padecer cancer de mama (Luo, et al., 2011; Olson, et al., 2005;

Boffetta, et al., 2011; Xue, et al., 2011).

e Dieta: hay evidencias de que un bajo consumo de frutas y vegetales, los cuales son
alimentos ricos en vitaminas y provitaminas antioxidantes, puede influir en los

estadios tumorales de iniciacidn, promocidn y progresion (Danaei, et al., 2005; Landa,
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et al., 1994). Estos nutrientes parecen estar involucrados en la modulacidn del estado
de reduccién-oxidacion, de tal forma que un desequilibrio entre esos dos procesos
provoca una gran acumulacién de radicales libres que pueden danar el material

genético y otras estructuras celulares (Li Y., et al., 2009; Weisburger, 2002).

V.  Factores prondsticos y predictivos

V.1 Concepto de factores pronodsticos y predictivos de

respuesta

Un factor prondstico es aquel que aporta informacién sobre la evolucién clinica de la
enfermedad en el momento del diagnéstico, independientemente del tratamiento aplicado. En
oncologia, suelen ser variables relacionadas con el crecimiento, la invasién tumoral o el
potencial metastatico del tumor. Un buen factor prondstico ha de cumplir, segin la
conferencia consenso del National Institutes of Health (NIH, 1991), una serie de minimos como
son: (l) aportar un valor predictivo independiente vy significativo validado en la clinica; (II) que
su determinacion sea factible, reproducible y disponible de manera mas o menos generalizada
con un adecuado control de calidad; (lll) que los resultados de su determinacidon sean
interpretables por el clinico y tengan trascendencia terapéutica, y (IV) que la medida del
marcador no emplee tejido necesario para la realizacion de otros estudios, principalmente la
caracterizacidn histoldgica.

Un factor predictivo aporta informacidn relacionada con la probabilidad de respuesta a un
tratamiento determinado y son variables relacionadas en distinta medida con las dianas de los
tratamientos. Algunos factores, como la expresion del oncogen HER2/neu (receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano), son tanto factores prondsticos como predictivos
de respuesta al tratamiento, pero no necesariamente los factores prondsticos de supervivencia

han de ser también predictivos ni viceversa (Subramaniam, et al., 2005).
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Parece haber un claro acuerdo en que la afectacidn ganglionar, el tamafio del tumory el grado
histolégico son factores prondsticos clasicos que permiten diferenciar categorias de riesgo en

el cancer (Goldhirsch, et al., 2009).

V.2 Tamano tumoral

El tamafio macroscépico (didmetro maximo que se obtiene de la medicion del tumor en al
menos dos dimensiones) se considera el factor prondstico mas importante tras la afectaciéon
ganglionar, y es un factor predictivo de la presencia de metastasis axilares, tasas de recidiva y
supervivencia, incluso dentro del grupo de tumores de menor tamafio (Figura 8) (Carter, et al.,

1989; Rosen, et al., 1990).
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Figura 8. Supervivencia acumulada en funcién del tamafio tumoral en muestras de carcinoma

mamario (Fuente: An overview of prognostic factors for long - term survivors of breast cancer .

2008).

V.3 Afectacion ganglionar

La afectacidn ganglionar es el factor prondstico aislado mas significativo en el cdncer de mama,

especialmente en los estadios precoces. El 30% de las pacientes con ganglios negativos
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recidivan a los 10 afios, mientras que la tasa de recurrencia de pacientes con ganglios positivos

supera el 70% (Figura 9) (Lonning, et al., 2007).
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Figura 9. Supervivencia en funciéon de nimero de ganglios afectos en muestras de carcinoma

mamario (Fuente: An overview of prognostic factors for long - term survivors ofbreast cancer.

2008).

La técnica de la biopsia selectiva del ganglio centinela, mediante la cual se detecta y extirpa el
primer ganglio de la axila que recibe la linfa de la mama, permite realizar estudios
anatomopatoldgicos cada vez mas precisos. El concepto de biopsia del ganglio centinela se
basa en dos principios bdsicos: la existencia de un patrén ordenado y predecible de drenaje
linfatico a una cadena de ganglios linfaticos regionales, y el funcionamiento de un primer
ganglio linfatico como un filtro efectivo para las células tumorales. Los métodos actuales para
evaluar la afectacidon del ganglio centinela durante la cirugia emplean secciones congeladas,
citologia por impronta o raspado, inmunocitoquimica rdpida o combinaciones de los mismos,
asi como nuevas técnicas moleculares como el OSNA (One-step-nucleic acid amplification). La
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global de estas pacientes depende de la
afectacién ganglionar metastdsica y del nUmero de ganglios afectos (Bocker, 2002; Mansel, et
al., 2006); por ello, el estudio del GC debe ser meticuloso.
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En el caso de que el ganglio linfatico centinela sea positivo, se completa la diseccién de los
ganglios linfaticos axilares debido a la posibilidad de que estos estén afectados por el tumor.
Sin embargo, entre un 50 y un 68% de las pacientes el ganglio centinela es el Unico ganglio de
la axila afectado por células tumorales (Domenech, et al., 2009; Hung, et al., 2005).

Nuestro grupo de investigacién ha establecido una correlacidn positiva y significativa entre la
expresion global de metaloproteasa 1 (MMP1) en el ganglio centinela positivo, y la afectacion
de los ganglios no centinela; de manera que, en ninguno de los casos de ganglio centinela con
expresion negativa de MMP1 en las células mononucleares inflamatorias presentaba ganglios
no centinela afectados; mientras que todos los casos de ganglios no centinela afectados
mostraron una expresion positiva de MMP1 por las CMIs (células mononucleares
inflamatorias) del ganglio centinela. La sensibilidad de la expresion de MMP1 por las CMls de
los ganglios centinela positivos es del 100%, con un valor predictivo negativo del 100% y una
especificidad del 61,5% para predecir la afectacion de los ganglios linfaticos axilares no

centinela (Eiro, et al., 2013b).

V.4 Grado histoldgico

En la Ultima década, el método de estadificacidn llamado “grado de diferenciacidn histoldgico
de Scarf-Bloom-Richardson” o grado SBR (Simpson, et al., 1994) ha sido ampliamente aceptado
como un potente indicador prondstico en cancer de mama. Consta de los siguientes
parametros:

e el grado de formacidn de tubulos,

e laregularidad en el tamanio, la formay el caracter de tincién del nucleo,

e vy la actividad mitética.
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El sistema de Nottingham (modificacién del sistema de SBR realizada por Elston-Ellis (Fein, et
al.,, 1997; Fitzgibbons, et al., 2000; Pinder, et al., 1994) ha sido aceptado como el mas
reproducible entre observadores, y adoptado por los programas de screening del cdncer de
mama del NHSBSP (National Health Service Breast Screening Programme) en Inglaterra, asi
como por la “Association of Director of Anatomic and Surgical Pathology “ de EEUU. Esta
modificacion proporciona un criterio mds objetivo de los tres componentes de la gradacion, y
especificamente del contaje de mitosis.

En general, a cada uno de los pardmetros se le asigna un valor comprendido entre el uno y el
tres (siguiendo los criterios descritos a continuacion) y la suma del valor de los tres
componentes seria el grado (Bloom, et al., 1957; Elston, 1984; Elston, et al., 1991; Scarff,

1968).

e Formacion de tubulos:

- > 75% del tumor constituido por tubulos 1

- 10-75% del tumor constituido por tubulos 2

- < 10% del tumor constituido por tubulos 3
e Pleomorfismo nuclear:

- nucleos pequefios y uniformes 1

- moderada variabilidad en forma y tamano 2

- marcado aumento de tamafio y variabilidad 3
e Indice mitético :

- 0-9 mitosis/10 hpf 1

-10-19 mitosis/10 hpf 2

- 20 6 > mitosis/ 10 hpf 3

Elston y Ellis han fijado como consenso el contaje mitdtico por 10 campos de gran aumento,
preferiblemente en las zonas peor diferenciadas, de la periferia del tumor, como el método
estandar para la valoracién de las mitosis (Fein, et al., 1997). La calificacion total alcanzada
puede variar de tres a nueve. Una calificacidén de tres a cinco etiqueta a los carcinomas como
un tumor de grado | (bien diferenciado), seis o siete como grado |l (moderadamente

diferenciado), y ocho o nueve como grado Il (poco diferenciado).
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V.5 Sistema TNM

El sistema de clasificacion TNM es el método de estadiaje de neoplasias, desarrollado
por la AJCC (American Joint Committee on Cancer) en colaboracién con la UICC (Unio
Internationalis Contra Cancrum), basado en la extension del tumor primario (T), la presencia o
ausencia del tumor en los ganglios regionales (N) y la presencia o ausencia de metastasis
distantes (M). Desde su primera edicidon en 1954, se ha actualizado en diferentes ocasiones
para el cancer de mama, hasta la actual séptima edicion, publicada en 2010 (Edge SB B.D.,
2010). Dicha clasificacidn incluye un estadiaje basado en datos clinicos (cTNM) y patoldgicos

(PTNM).
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Tumor Primario (T)

X
T0

Tis

Tis (DCIS)
Tis (LCIS)
Tis (Paget)

T1
T1lmic
T1a
Tlb
Tlc
T2

T3

T4*
T4a
T4b

T4c
T4d

El tumor primario no se puede evaluar.

No evidencia de tumor primario.
Carcinoma in situ.

Carcinoma ductal in situ.
Carcinoma Lobulillar in situ.

Enfermedad de Paget del pezdn sin tumor.

La enfermedad de Paget asociada a tumor se clasifica de acuerdo al
tamarno del tumor.

Tumor < 2 cm en su mayor dimensién.

Microinvasiéon < 0,1 cm en su mayor dimensidn.

Tumor > 0,1 cm pero no > 0,5 cm en su mayor dimension.
Tumor > 0,5 cm pero no > 1 cm en su mayor dimension.
Tumor > 1 cm pero no > 2 cm en su mayor dimension.
Tumor > 2 cm pero no >5 cm en su mayor dimension.

Tumor > 5 cm en su mayor dimensién.

Tumor de cualquier tamafio con extensién directa a pared toracica
y/o piel.
Extension a pared tordcica sin incluir el musculo pectoral mayor.

Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracién de la piel de la
mama, o nddulos cutdneos satélites confinados a la misma mama.

Ambos T4a y T4b.

Carcinoma inflamatorio.**

* La invasion de la dermis sélo no clasifica al tumor como T4.

** La definicién de Carcinoma Inflamatorio es fundamentalmente clinica. Implica la presencia

de eritema y edema (piel de naranja) difuso de la mama asociado o no a una masa palpable

subyacente. Estos cambios deben afectar a la mayor parte de la piel de la mama (la presencia

de estos cambios asociados de forma limitada a un tumor localmente avanzado no implica el

diagndstico de carcinoma inflamatorio). La presencia de linfaticos dérmicos infiltrados sin los

cambios clinicos descritos no implica por si solo el diagndstico de carcinoma inflamatorio.
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La deteccién clinica de los ganglios es realizada por estudios de imagen (excluyendo la

linfogammagrafia) o por exploracién fisica con caracteristicas de alta sospecha o posible

macrometastasis basado en la puncidn aspiracién por aguja fina (PAAF).

Ganglios linfaticos regionales (cN)

NX
NO
N1

N2

N2a

N2b

N3

N3a
N3b
N3c

Cuando no se pueden evaluar (p.e. Cirugia previa).

No metdstasis en los ganglios linfaticos regionales.

Metastasis en ganglios homolaterales moéviles.

Metastasis en ganglios axilares homolaterales fijos o agrupados, o en
ganglios de la cadena mamaria interna clinicamente aparentes* en
ausencia de afectacion clinica axilar.

Metdstasis en ganglios axilares homolaterales fijos entre si o a otras
estructuras.

Metdastasis sélo en ganglios homolaterales de la cadena mamaria interna
clinicamente aparentes y en ausencia de afectacion clinica evidente axilar.
Metdastasis en ganglios infraclaviculares homolaterales, o en cadena
mamaria interna homolateral clinicamente aparentes en presencia de
afectacién axilar clinicamente evidente; o metdstasis en ganglios
supraclaviculares homolaterales con o sin afectacién axilar o de la
mamaria interna.

Metastasis en ganglios infraclaviculares y axilares homolaterales.
Metdstasis en cadena mamaria interna y axilar homolateral.

Metdstasis en ganglios supraclaviculares homolaterales.

La clasificacion pN esta basada en la diseccidn axilar con o sin estudio del ganglio

centinela y se usa en conjuncidn con una valoracién patolégica de la T.
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Ganglios linfaticos regionales (pN)

pNX

pNO

pNO(i-)

pNO(i+)

pNO(mol-)

pNO(mol+)

pN1mi

pN1

pN1la

pN1b

pNlc

pN2

pN2a

pN2b

pN3

pN3a

Cuando no son evaluables (no extirpados o por cirugia previa).

No afectacién histoldgica, sin estudios adicionales para células tumorales
aisladas.

No afectacién ganglionar histoldgica, hematoxilina e inmunohistoquimica
negativas.

Presencia de células tumorales aisladas por hematoxilina o
inmunohistoquimica, ninguna agrupacién> 0.2 mm.

No afectacion ganglionar histoldgica, estudio molecular negativo (RT-PCR).
No afectacion ganglionar histoldgica, estudio molecular positivo (RT-PCR).
Micrometastasis (> 0.2 mm, < 2.0 mm).

Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y/o en la mamaria interna
con afectacion microscopica detectada por biopsia de ganglio centinela
pero no clinicamente aparente.

Metdastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos.

Metdastasis en la mamaria interna con afectacidn microscopica detectada
por biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente aparente.
Metdastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y en la mamaria interna con
afectacién microscépica detectada por biopsia de ganglio centinela pero
no clinicamente aparente.

Metdstasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos, o afectacidn clinicamente
aparente de la mamaria interna en ausencia de afectacién axilar.
Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos (al menos un depdsito
tumoral > 2.0 mm).

Metastasis clinicamente aparente en ganglios de la mamaria interna en
ausencia de afectacion axilar.

Metastasis en > 10 ganglios axilares, o en ganglios infraclaviculares, o en
ganglios de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente aparentes en
presencia de 1 o mas ganglios axilares positivos; o en mas de 3 ganglios
axilares con metdstasis microscépicas clinicamente negativas de la
mamaria interna; o en ganglios supraclaviculares ipsitaleterales.
Metdstasis en mds de 10 ganglios axilares (al menos un depdsito tumoral >

2,0mm), o metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares.
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Metdstasis en ganglios de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente
aparentes en presencia de 1 o mas ganglios axilares positivos; o en mds de

pN3b 3 ganglios axilares con metastasis microscépicas de la mamaria interna
detectadas por biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente
aparentes.

pN3c Metadstasis en ganglios supraclaviculares ipsitaleterales.

Metastasis a distancia (M)

MX No se pueden evaluar.
MO No metdstasis a distancia.
No evidencia clinica ni radioldogica de metastasis pero presencia de

depdsitos de células tumorales detectadas en sangre circulante, médula

cMO(i+)
Osea u otro tejido ganglionar no regional que es < 0,2mm en un paciente
sin signos ni sintomas de metdstasis.

M1 Metastasis a distancia presentes.

V.6 Estadio tumoral

Las diversas combinaciones de las subcategorias de T, N, y M definen los siguientes cuatro

estadios designados como |, II, Ill, y IV en orden ascendente de gravedad (Tabla 1).
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Estadio T N M

0 Tis NO MO
1A T1lb NO MO
IB T0 N1mi MO
Tib N1mi MO
1A TO Nlc MO
Tib Nlc MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
1A T0 N2 MO
Tilb N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
111B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 1. Definicion del estadio tumoral en funcién del TNM.

V.7 Tipos histologicos

La clasificacidon histoldgica de los tumores malignos nos permite obtener una informacion
imprescindible para el diagndstico de la lesién, ayudando a determinar el prondstico de la
paciente y consiguiendo un mayor conocimiento de la evolucién natural de la enfermedad. Se

pueden agrupas en carcinomas invasivos o no invasivos:

CARCINOMAS NO INVASIVOS (in situ)

Se caracterizan por un crecimiento de las células tumorales limitado a los conductos y los

lobulillos, sin llegar a invadir las estructuras adyacentes. Se pueden clasificar en ductal o
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lobulillar en funcién de las caracteristicas citoldgicas y el patrén de crecimiento que presente la
muestra.

Carcinoma intraductal (o carcinoma ductal in situ, CDIS). Afeccion no invasiva en la que se
encuentran células anormales en el revestimiento de un conducto de la mama. El CDIS
representa aproximadamente del 10-15% de todas las neoplasias y constituye entre un 20-30%
de las lesiones detectadas mamograficamente. El CDIS se ha dividido en cinco suptipos:
comedocarcinoma, sélido, cribirforme, papilar y micropapilar. EI comedocarcinoma se
caracteriza por nucleos grandes, presencia de numerosas mitosis y necrosis central. Los otros
subtipos en cambio, se caracterizan por presencia de nucleos monomaorficos, pocas o ninguna
mitosis y la ausencia de necrosis (Cotran, 2010).

Dentro de CDIS también se encuentra la enfermedad de Paget del pezdn, la cual es una rara
manifestacion del cancer de mama (1 al 2% de los casos) y se debe a la extension de la
neoplasia hasta el pezdn. El prondstico depende de la extensidn del carcinoma subyacente.

Se ha observado desde hace ya algun tiempo que algunos casos de CDIS evolucionan a cancer
invasivo (Cotran, 2010), indicando la importancia de un diagndstico y tratamiento adecuado
para esta patologia.

La mastectomia como tratamiento para el CDIS es curativa en mas del 95% de los casos. La rara
recidiva y/o muerte normalmente son debidas a un CDIS residual en conductos del tejido
adiposo subcutdneo no extirpados durante la intervencién o focos ocultos de invasién que no
se detectaron al hacer el diagndstico (Cotran, 2010).

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS). Este término describe una patologia caracterizada por una
proliferacidon sélida de células pequefias dentro de los lobulillos de la mama (y de forma
ocasional en los conductos). Este tipo de carcinoma siempre es un hallazgo casual en las
biopsias realizadas por otra causa, por lo que es bastante infrecuente (1-6% de todos los
carcinomas). El CLIS es bilateral y generalmente se localiza en multiples areas de la mama, es

decir, es multicéntrico. El CLIS es mas comun en mujeres jévenes, y del 80 al 90% de los casos
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se producen antes de la menopausia. Por sus caracteristicas y su similitud con el carcinoma
lobulillar, se ha sugerido que el CLIS no es una neoplasia real sino un marcador de riesgo de
cancer de mama. Las mujeres con CLIS desarrollan carcinomas invasivos con una frecuencia

similar a la de las mujeres con CDIS no tratado.

CARCINOMAS INVASIVOS

La mayoria de estos tumores parecen tener origen en la seccién terminal de los conductos,
independientemente de su tipo histoldgico, Se dividen en siete grupos.

Carcinoma ductal infiltrante. Es el tipo histoldgico mas comun, ya que supone el 70-80% de los
tumores infiltrantes de la mama. Este tipo de carcinoma no posee caracteristicas histolégicas
tipicas. A la palpacidn, se caracterizan por el hallazgo de un ndédulo duro y habitualmente
metastatizan en la axila lo que implica un peor prondstico en comparacién con otros tipos
histoldgicos.

Carcinoma lobulillar infiltrante. Es un tumor relativamente infrecuente (5-10% de los
carcinomas de mama), bilateral y multicéntrico. La principal caracteristica histoldgica de los
carcinomas lobulillares es el patrén de células infiltrantes en hilera, con frecuencia de sélo una
célula de anchura (“fila india”); existen variantes como el “anillo de sello” de peor prondstico
que el patrén clasico. Ademas, los carcinomas lobulillares tienen un patréon metastasico
diferente en comparacion con otros canceres de mama.

Carcinoma medular. Este tumor se caracteriza por células grandes con nucleos pleomérficos y
frecuentes mitosis, una gran infiltracion linfoidea y un borde de crecimiento expansivo (no
infiltrante). Todos los carcinomas medulares estan mal diferenciados. EI CDIS es minimo o no
existe. Nunca se halla una invasidn linfatica o vascular.

Carcinoma mucinoso (coloide). Es un tipo infrecuente (1-6% de todos los carcinomas de
mama). Es de crecimiento lento y puede alcanzar tamafios grandes diagnosticandose

fundamentalmente en mujeres mayores. Son crepitantes a la palpacion y estan formados por
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una masa mucinosa separada por tabiques. Cuando el tumor es predominantemente
mucinoso, puede tener un buen prondstico (Mansour, et al., 1989).

Carcinoma tubular. Representaban sélo el 2% de todos los carcinomas de mama antes del
cribado con mamografia, aunque su frecuencia ha aumentado y representan hasta el 10% de
los carcinomas de menos de 1 cm de didmetro. Se detectan mediante mamografias, las células
presentan baja actividad mitética y moderada atipia.

Carcinoma metaplasico. Incluye una amplia variedad de tipos raros de cancer de mama (<1%
de todos los casos). Dada la heterogeneidad de los tipos tumorales y su rareza, el cuadro
clinico y el prondstico no han sido aun descritos en detalle.

Carcinoma inflamatorio de seno. Es un cancer poco comun, Representa aproximadamente del
uno al tres por ciento de todos los canceres de seno. En este tipo de tumor, las células
cancerosas obstruyen los vasos linfaticos de la piel del seno, lo que conlleva la aparicién de
edema, eritema y aumento de temperatura local (conocido como “piel de naranja”) que puede
llegar a afectar a la totalidad de la glandula. El cancer inflamatorio de seno progresa con
rapidez, usualmente en sélo semanas o meses, presentandose en el estadio Il o en el estadio
IV al momento del diagndstico, lo que depende de que el cancer se haya extendido sélo a los

ganglios linfaticos cercanos o a otros tejidos también (Dushkin, et al., 2011); (Diaz, 1990).

V.8 Invasion vascular linfatica

La invasion de vasos linfaticos que rodean a un carcinoma ductal infiltrante, es un método
reproducible, con una concordancia inter-observador del 85%, que se correlaciona
estrechamente con la afectacién de los ganglios linfaticos loco-regionales y, por lo tanto,
proporciona informacion prondstica del estadio ganglionar (SJ., 1997). Otra aplicacion
importante de la afectacién vascular linfatica en el carcinoma infiltrante de mama es que
resulta un potente predictor de recurrencia local tras el tratamiento quirdrgico conservador y

tras la mastectomia (Fitzgibbons, et al., 2000).
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V.9 Invasion vascular venosa

La diseminacidn tumoral a distancia puede realizarse por via hematdgena, afectando
principalmente a pulmones, higado y hueso. Nuevos marcadores especificos del endotelio,
como D2-40, hacen que sea posible distinguir entre la invasidén vascular venosa y la invasion
vascular linfatica. Aunque se siga determinando, la presencia de invasidn vascular venosa
perdio significacion estadistica en un estudio al compararse con la invasién vascular linfatica

(Van den Eynden, et al., 2006).

VI. Factores prondsticos bioldgicos y moleculares

VI.1 Receptores hormonales

Los receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP) han sido de los primeros factores
moleculares en usarse en la practica clinica (Maass, et al.,, 1975; Wittliff, 1984), pues
contribuyen en la regulacién de la proliferacidn y diferenciacién celular mamaria. EI 70%-80%
de carcinomas muestra positividad para RE, siendo negativos en los carcinomas apocrinos,
medulares, metapldsicos y en mas del 90% de los carcinomas poco diferenciados. Se considera
que la presencia conjunta de RE y RP en un mismo tumor, aumenta la probabilidad de
respuesta a la hormonoterapia, desde un 55% en pacientes con Unica expresion del RE, a un
75-80% en los casos de expresion de ambos receptores (Wittliff, 1984). La ausencia de
receptores hormonales se ha asociado a mayor tasa de recurrencias, menor supervivencia
global, mayor riesgo de diseminacién a distancia y metastasis cerebrales, en un grupo de

enfermas sin afectacion ganglionar (Arens, et al., 2005).
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VI.2 HER2/neu (receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano)

La sobreexpresidn del receptor de membrana HER-2/neu, se detecta entre el 15% y el 30% de
los carcinomas de mama. El método de deteccion es inmunohistoquimico (IHQ) vy
semicuantitativo, obteniéndose una gradacién que va del uno al tres, si bien se puede
determinar también por técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia (Fisher, et al., 2000),
o su equivalente CISH (hibridacidn in situ cromogénica).

La sobreexpresion de Her2/neu se correlaciona con un peor prondstico, un menor tiempo libre
de enfermedad y supervivencia global, la presencia de metastasis ganglionares, resistencia a la
homonoterapia, una mayor capacidad proliferativa y una resistencia al tratamiento con
tamoxifeno. Sin embargo, este factor no ha sido relacionado con la edad, el tamafo tumoral ni

el grado histoldgico (Figura 10) (Dandachi, et al., 2004; Viani, et al., 2007).
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Figura 10. Supervivencia en pacientes con cancer de mama HER2 positivo o negativo (Fuente:

HER?2 positive breast carcinomas as a particular subset with peculiar clinical behaviors. 2002)

Una disminucion en la expresion de RE, la baja o no expresién de RP y la positividad del

receptor Her-2, se asocian con una menor probabilidad de respuesta a cualquier tipo de
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terapia hormonal (Rastelli, et al., 2008). Los tumores que sobreexpresan Her2-neu/c-erbB2 son
resistentes al tratamiento hormonal y, por tanto, requieren el bloqueo de la via de Her-2,

ademas de la deprivacién estrogénica (Osborne, et al., 2005; Shou, et al., 2004).

VI.3  ki-67

El antigeno Ki-67, identificado por Gerdes y cols., en 1991, fue descrito como una proteina
nuclear de tipo no histona. La localizacidon de la proteina Ki-67 es variable y heterogénea
durante las diferentes fases del ciclo celular, y asi durante el inicio de la fase G1 se observa una
débil tincién que progresivamente aumenta por condensacién en granulos situados alrededor
del nucleolo. Durante las fases S y G2 se encuentra principalmente en la regién del nucleolo y
alrededor de la heterocromatina, pero cuando la membrana nuclear se rompe durante la
mitosis temprana, Ki-67 muestra una intensa expresion asociada a la condensacion de los
cromosomas en el citoplasma, que desaparece en la anafase y la telofase. Su medicidon puede
realizarse por IHQ con el anticuerpo monoclonal MIB-1. Se considera que un tumor tiene baja
actividad proliferativa cuando existe menos de un 10% de células tumorales positivas; si es
superior al 20%, el tumor es de alta actividad proliferativa.

La expresion de Ki-67 se correlaciona directamente con el grado histolégico (grado de
diferenciacion), la invasion vascular venosa, y las metastasis ganglionares. Sin embargo, se
correlaciona inversamente con la presencia de receptores hormonales, y otros indicadores de
proliferacién como la proporcion de células en la fase S del ciclo celular (Brown, et al., 1996).
Por lo tanto, Ki-67 puede ser considerado un factor prondstico en cdncer de mama puesto que
una expresion elevada se asocia a un peor prondstico y a un menor tiempo libre de
enfermedad; ademas es un factor predictivo de respuesta a tratamiento hormonal adyuvante

(Viale, et al., 2008).
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Vi.4 p53

El gen TP53 o supresor tumoral p53, localizado en el cromosoma 17p13, es un estabilizador
gendmico que actla como inhibidor de la progresién del ciclo celular y facilita la muerte
celular programada. Concretamente, esta proteina interviene en el control del ciclo celular en
el paso de GO (en reposo) a G1 (en proliferacidn activa), como mediadora de la diferenciacion,
de la reparacién del ADN y de la apoptosis. Las mutaciones de la proteina p53 llevan a una
pérdida en la regulacidn del ciclo celular, y se encuentra hasta en un 20% de los canceres de
mama.

Existe una asociacidn significativa entre la sobre-expresion de la proteina p53 mutada y el
tiempo libre de enfermedad, pudiendo ademas predecir la respuesta al tratamiento con
tamoxifeno (Erdem, et al., 2005; Osborne, et al., 2005); sin embargo, si se considera el estatus
hormonal de la paciente, p53 no parece tener impacto sobre el tiempo libre de enfermedad ni

la supervivencia (Rossner, et al., 2009).

VI.5 BCL-2 (linfoma de células B2)

El gen bcl-2 codifica una proteina intramitocondrial (Bcl-2) implicada en la supresién de la
muerte celular programada o apoptosis. Este gen se expresa en el tejido normal mamario pero
su expresién disminuye a medida que los tumores progresan desde un carcinoma in situ hacia
un carcinoma invasivo. Un metaanalisis reciente, apoya el valor prondstico de la expresion de
Bcl-2, medida por IHQ, mostrando su independencia del tamafio tumoral, del estado de
afectacién de los ganglios linfaticos axilares y del grado tumoral (Callagy, et al., 2008). La
utilidad clinica de Bcl-2 como marcador prondstico independiente, necesita aun ser

confirmada en estudios prospectivos.
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VI.6 Otros factores

Otros factores moleculares, como otros miembros de la familia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) o de la familia del receptor del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGFR), como los marcadores de la capacidad invasiva uPA/PAI-1
(inhibidor del plasmindgeno-1) (Sgier, et al., 2010) y catepsina D, o marcadores de la
angiogénesis, han sido estudiados como posibles factores prondsticos. En muchos de estos
factores aun no se ha establecido rutinariamente su utilidad en los analisis y su significado,
pero otros factores moleculares como el uPA (activador del plasmindgeno tipo uroquinasa) y
su inhibidor PAI-1 son considerados el indicador prondstico mas potente conocido dentro de
los nuevos factores prondsticos derivados de la biologia molecular del cdncer de mama, para
predecir la supervivencia libre de enfermedad y supervivencia total de las pacientes con cancer
de mama, y es utilizado en diferentes paises como factor prondstico validado (Sgier, et al.,,

2010).

VII. Estroma tumoral

Clasicamente, la evaluacién de los factores prondsticos de los tumores se ha realizado
Unicamente en las células epiteliales malignas. Al principio de los afios 70, la obra de Folkman
(Folkman, 1971) sacé a la luz el papel esencial de los vasos sanguineos en el desarrollo
tumoral, lo que ha tenido un interés creciente en la caracterizacion del papel del estroma
tumoral.

El estroma tumoral, compuesto por una variedad de tipos celulares no-epiteliales (células
inflamatorias, células que componen la vasculatura y fibroblastos), esta alterado tanto en su
composicion celular, como en el fenotipo de su matriz extracelular y de los fibroblastos que lo
componen (Arnold, et al., 2002; Potter, et al., 2012). La influencia de las células del estroma
tumoral sobre las células tumorales comienza a ser en la actualidad conocida. Bajo condiciones
fisioldgicas el estroma actiia como una importante barrera a la transformacion de las células
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epiteliales (Bhowmick, et al., 2005). No obstante, también se ha demostrado que el
compartimento estromal abriga cambios en respuesta a lesiones epiteliales emergentes, y
tiene un papel destacado en la iniciacion del cdncer y su progresion, incluyendo el
reclutamiento de nuevas células estromales que estimulan el crecimiento y la remodelacién de
la matriz extracelular (Bhowmick, et al., 2005; Kim J. B., et al., 2005; Olsen, et al., 2010; Tlsty,
et al., 2006). En este sentido, existen estudios que indican que, por ejemplo, mientras el tipo
de expresion génica de las células epiteliales malignas mamarias generan grupos asociados con
la expresion de RE o el estado de HER2 (Perou, et al., 2000; Sorlie, et al., 2001), la expresién de
genes del estroma tumoral genera grupos mas relacionados con el prondstico en el cancer de
mama (Finak, et al., 2008).

Por ello, es de gran interés caracterizar el fenotipo del estroma tumoral, con el objetivo de

encontrar nuevos marcadores que puedan predecir la evolucidon de los pacientes.

VII.1 Expresion de la metaloproteasa 11 en las células

inflamatorias mononucleares.

Para mejorar la caracterizacién del estroma tumoral que rodea el cdncer de mama y su
impacto en las metdstasis a distancia, nuestro grupo de investigacion se realizd un estudio de
la expresion de diferentes metaloproteasas de la matriz (MMPs) y de sus inhibidores (TIMPs)
por las células estromales. En ese estudio, se encontré que el 32% de los carcinomas de mama
analizados eran infiltrados por las CMIs que exhibian un alto perfil de expresiéon de
MMPs/TIMPs, el cual estaba asociado con una elevada tasa de desarrollo posterior de
metastasis a distancia (97,6%). En cambio, las pacientes cuyos CMls infiltrantes exhibian un
bajo perfil de expresion de MMPs/TIMPs tenian una menor propension a desarrollar
metastasis (26,9%). La MMP mas diferencialmente sobreexpresada en los CMIs fue la MMP11,

cuya expresion se encontrd en el 85,7% de los casos con alto perfil de expresién de MMP/TIMP
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en las CMls y sélo en el 4,6% de los casos con bajo perfil de expresion (Figura 11) (Gonzalez L.
0., et al., 2007). Esto indica que la expresion de MMP11 por las CMIs del estroma tumoral
podria ser un marcador de la evolucién de esas pacientes. Ademas en el 97,6% de los casos
infiltrados por células inflamatorias mononucleares que exhibian un alto perfil de expresidn de
MMPs/TIMPs y desarrollaron metastasis a distancia, se caracterizan por la expresién de
MMP11 por las CMIs, lo que representd el factor independiente mas potentemente asociado
con la supervivencia libre de enfermedad (Gonzalez L. O., et al., 2010a; Gonzalez L. O., et al,,

2007; Vizoso, et al., 2007).
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Figura 11. Cluster jerarquico no supervisado de la expresién de MMPs/TIMPs en las CMIs

intratumorales de carcinomas mamarios. Columnas: MMPs/TIMPs; lineas: tumores. Rojo:

tiva; verde: expresidn negativa: gris: falta de dato. (Fuente: Study of matrix
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Figura 12. Supervivencia libre de enfermedad en muestras de carcinoma mamario. (Fuente:

Study of matrix metalloproteinases and their inhibitors in breast cancer, BJC (2007) 96, 903—
911).

En un estudio posterior se analizd la relacion existente entre las metastasis a distancia y la
expresion de varios factores asociados con la inflamacidn y la progresién tumoral. Para ello, se
dividid a una poblacion de pacientes con cancer de mama en grupos de acuerdo con la
expresion de la MMP11 por las CMls intratumorales y la metastasis a distancia (Eiro, et al.,
2012a), y se observé una diferencia en la expresidon de varios factores entre los grupos a
estudio. Entre los factores que estaban sobreexpresados en el grupo con MMP11 positiva para
las CMIs y metastasis a distancia, se encontraban las interleuquinas (ILs) 1, 5, 6, 17 y NFKB
(factor de transcripcion nuclear kappa B), todos ellos factores relacionados con la progresion
tumoral y asociados a mal prondstico. En definitiva, los resultados obtenidos en este estudio
muestran que la expresiéon de MMP11 por las CMIs del estroma intratumoral identifica un
grupo de tumores con un perfil de expresion elevado de moléculas relacionadas con el proceso
inflamatorio, y que se asocia con un peor prondstico, mostrando por ello una nueva

clasificacion de los tumores.
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VII.2 Fibroblastos del estroma tumoral

Se ha demostrado que los fibroblastos estromales asociados a los tumores adoptan un
fenotipo alterado, caracterizado por un incremento de su capacidad proliferativa y una
elevada secrecion de proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento y proteasas
(Kalluri, et al., 2006; Tyan, et al., 2011; Zhang F., et al.,, 2005). Este fendmeno ha sido
observado, entre otros tipos de tumores, en cancer de mama, donde los fibroblastos derivados
del tumor exhiben caracteristicas bioldgicas diferentes a las de los fibroblastos procedentes del
tejido mamario no tumoral (Allinen, et al., 2004; Casey, et al., 2009; Hawsawi, et al., 2008;
Kunz-Schughart, et al., 2002; Orimo, et al., 2005; Trimis, et al., 2008). Esto sugiere que el
estroma tumoral no desempefia un papel meramente estructural y pasivo en la progresion del
cancer. De hecho, en los ultimos afios se han ido acumulando evidencias de que los cambios
en el comportamiento del estroma y su interacciéon con las células tumorales estdn
intimamente ligadas con el proceso de tumorigénesis, invasién tumoral y metdstasis (Camp, et
al.,, 2011; Klausner, et al., 2002; Liotta, et al.,, 2001; Wiseman, et al., 2002). Asi, se ha
demostrado que diferentes tipos de células malignas, como las de origen mamario, reclutan
activamente fibroblastos en el interior de los tumores, y que este reclutamiento es esencial
para la generacidon del microambiente idéneo para el crecimiento tumoral (Sloane, et al.,
2005). Por otra parte, ha sido demostrado que los fibroblastos del estroma tumoral afectan al
crecimiento, diferenciacidn e invasion de las células epiteliales normales y malignas de mama,
siendo estos considerados como células inmunocompetentes (Bhowmick, et al.,, 2004,
Elenbaas, et al., 2001; Holliday, et al., 2007; Kleer, et al., 2008; Kunz-Schughart, et al., 2002;
Lebret, et al., 2007; Lin H. J., et al., 2008; Studebaker, et al., 2008). Ademas, varias evidencias
han mostrado que el estroma y sus productos pueden ser oncogénicos, ya que pueden
transformar las células adyacentes, en ausencia de células epiteliales malignas, para inducir
cambios fenotipicos y gendmicos en las células epiteliales (Tlsty, et al., 2001). Como ejemplo

de esta capacidad oncogénica, se ha observado que cuando se expone el estroma a
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carcindgenos por irradiacion, éste acelera la formacién y progresidon de tumores epiteliales de
mama (Barcellos-Hoff, et al., 2000). Asi mismo, la variabilidad de las caracteristicas bioldgicas
del estroma tumoral contribuye a la heterogeneidad clinica y bioldgica del cdncer de mama
(Bacac, et al., 2006; Beck, et al., 2008; Bergamaschi, et al., 2008; Fukino, et al., 2007; Patocs, et

al., 2007; Rozenchan, et al., 2009; West, et al., 2005).

VIII. Factores interrelacion estroma-célula tumoral

A continuacion se describen algunos de los factores implicados en la interrelacidon estroma-
célula tumoral en el cancer de mama, y cuya expresion ha sido relacionada con la progresion

tumoral.

VIIl.1 S100A4

En humanos hay cerca de 20 miembros de la familia S100, los cuales estan distribuidos de
forma especifica en los diferentes tejidos. Los primeros miembros de esta familia fueron
descubiertos por Moore en 1965 en el cerebro bovino (Garrett, et al., 2006) y recibieron el
nombre de S100 por ser 100% solubles en sulfato de amonio saturado. Se caracterizan ademas
por ser proteinas acidas, diméricas, de bajo peso molecular (aproximadamente entre 10 a 20
kD) y por ser fijadoras de calcio.

Entre los miembros de esta familia se encuentra la proteina S100A4, la cual ha sido clonada
por distintos grupos bajo diversos nombres como metastasin (Mts1), proteina especifica de
fibroblastos (FSP1), entre otros. Las proteinas diana de S100A4 se localizan tanto intracelular
como extracelularmente, teniendo por tanto un papel en ambos compartimentos. La proteina
S100A4 necesita de una modificacién conformacional producida tras su unién al calcio, para

poder interaccionar y generar sus efectos bioldgicos (Garrett, et al., 2006).
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Respecto a su papel intracelular, SI00A4 interactla con varias dianas, entre ellas el supresor
tumoral p53, o la isoforma A de la miosina Il no muscular. Se ha observado que las células que
expresan S100A4 muestran mas elongaciones durante la quimiotaxis, lo que sugiere que
S100A4 puede modular el fenotipo metastdtico a través de la regulacion de la motilidad celular
y de la funcién de miosina IIA (Garrett, et al., 2006; Schmidt-Hansen, et al., 2004a). Ademas, el
supresor tumoral p53 estd involucrado en varias vias implicadas en la progresién tumoral
(apoptosis, angiogénesis, diferenciacion celular y movilidad), siendo su expresion potenciada a

través de S100A4 (Schmidt-Hansen, et al., 2004a).

Ademas de la interaccion con proteinas intracelulares, se ha mostrado que a nivel extracelular
S100A4 estimula la produccion de varias MMPs (Garrett, et al., 2006; Olsen, et al., 2010;
Schmidt-Hansen, et al., 2004b), asi como del uPA, por lo que promueve la metdstasis por
induccion de la remodelacion de la matriz extracelular, facilitando con ello la angiogénesis y la
invasion tumoral (Garrett, et al., 2006; Schmidt-Hansen, et al., 2004a; Schmidt-Hansen, et al.,
2004b).

Debido a su participacion en el desarrollo tumoral, S100A4 ha sido utilizado como un marcador
prondstico en varios tumores humanos, incluidos el cancer de eséfago de células escamosas,
cancer de higado, cancer de colon, cancer de vejiga o cancer gastrico (Schmidt-Hansen, et al.,
2004a; Semov, et al., 2005). Se ha observado ademds una relacidon entre la expresion de
S100A4 y un mal prondstico en varios tipos de tumores de mama (Cabezon, et al., 2007;

Garrett, et al., 2006).

VIIl.2 Factor de crecimiento transformante beta 1

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1) es una proteina perteneciente a la

superfamilia TGFB de las citoquinas. Los miembros de esta superfamilia son reguladores
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multifuncionales de la proliferacién y diferenciacién de una amplia variedad de tipos celulares.
Las isoformas TGFB1, 2 y 3 comparten una alta homologia de secuencia de aminoacidos, tienen
distintos patrones de expresién y sus funciones son mediadas por los mismos receptores
(Sporn, et al., 1992). Ademas de actuar como mitdgenos, estas proteinas también juegan un
papel crucial en el desarrollo embrionario, en la morfogénesis, en la regulacién bifuncional de
la proliferacién celular, en el sistema inmune, en la reparacién de tejidos y en la
hematopoyesis, entre otros muchos procesos (Halper, 2010; Pasche, 2001).

TGFB1 es una citoquina inmunosupresora y antiinflamatoria, ademas de un regulador central
de la funcidn y proliferacion de células T (Lin W. W., et al., 2007). Es ademas un potente agente
fibrogénico, que induce la producciéon de colageno y otros componentes de la matriz
extracelular, desregula la expresion de MMPs, y aumenta la sintesis de inhibidores de
proteasas. Por estas habilidades TGFB1 es la isoforma mas comun y potente (Halper, 2010).

Es generalmente aceptado que TGFB1 ejerce multiples papeles en las células epiteliales de la
mayoria de tumores humanos, como su participacidn en el crecimiento celular, incrementando
la migracion celular e iniciando cambios en la morfologia celular (Bierie, et al., 2006). En
estadios tempranos de la tumorigénesis, TGFB1 actla como supresor tumoral, en cambio
cuando el tumor estd mas desarrollado, los cambios genéticos y/o bioquimicos inducen a
TGFB1 a estimular la progresién tumoral por su actividad pleiotréopica tanto en las células
tumorales como en las células estromales no malignas (Akhurst, et al., 2001; Gregoire, et al.,
1995; Kalluri, et al., 2006).

Se han observado altos niveles de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de TGFB1 en tumores
de mama, los cuales han sido asociados con un incremento de la densidad microvascular.
Existen ademas varios estudios que relacionan la expresidon de esta proteina con el grado de
progresidon tumoral y con un mal prondstico de la enfermedad (Akhurst, et al., 2001; Elenbaas,

et al., 2001; Farina, et al., 1998).
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Por otro lado, existe una relacién del TGFB1 con el desarrollo de metastasis de mama en
hueso. TGFB1 es liberado de la matriz dsea durante la reabsorcién, aumentando la invasién
tumoral en hueso por la promocidn de la expresidn de la proteina relacionada con la hormona
paratiroidea (PTHrP) producida por las células tumorales, la cual es fuertemente asociada con
la reabsorcion 6sea en modelos humanos y animales (Farina, et al., 1998). Se ha observado
ademas que el bloqueo de TGFB1 en las células tumorales de mama resulta en una
disminucién de la ostedlisis, en una menor migracién tumoral al hueso y una mayor
supervivencia en ratones (Yin, et al., 1999).

TGFB1 juega un papel importante en las interacciones estroma-epitelio, creando un ambiente
favorable para la invasion y metdstasis de la célula epitelial. De hecho, estudios recientes han
mostrado que la expresion del receptor de TGFB1 es mayor en el estroma de mujeres con
cancer de mama de alto estadio (Korkaya, et al.,, 2011). Se ha observado también que la
sobreexpresion de TGFB1 y HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) por los fibroblastos
promueve el crecimiento hiperplasico o tumorigénico del epitelio de la mama (Korkaya, et al.,
2011; Stuelten, et al., 2005).

TGFB1 puede ser activado por varios factores como uPA, plasmina o algunas MMPs. De
manera reciproca, su expresion por las células tumorales induce un aumento de expresion de
MMP9 por los fibroblastos (Bhowmick, et al., 2004; Elenbaas, et al., 2001; Stuelten, et al.,,

2005).

VIIl.3 Factor de crecimiento de hepatocitos

El HGF o “Scatter factor” (SF) es una adipoquina o adipocitoquina, ya que aun siendo
producida en multiples sitios, es sintetizada y secretada por adipocitos y células adiposas
estromales. Esta proteina es un factor de crecimiento pleiotrépico no solo para hepatocitos,
también para otros tipos celulares. Dentro de sus efectos bioldgicos se incluyen la proliferacién

celular, la motilidad, la invasividad, la morfogénesis y la angiogénesis, mayormente de forma
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paracrina (Nakamura, et al.,, 1997; Sheen-Chen, et al., 2005; Taniguchi, et al., 1995; Vona-
Davis, et al., 2007).

Se ha descrito la expresién de HGF en varios érganos, incluyendo glandulas mamarias, pulmén,
rifidn e higado (Sheen-Chen, et al., 2005). Varios estudios han confirmado que los tumores de
mama presentan altos niveles de HGF comparado con tejidos normales. Es mas, los niveles en
suero de HGF estan frecuentemente incrementados en pacientes con cdncer de mama con
recurrencia, siendo este aumento mds marcado en pacientes con metdstasis hepdtica
(Eichbaum, et al., 2007; Elenbaas, et al., 2001; Kuperwasser, et al., 2004; Parr, et al., 2004;
Taniguchi, et al., 1995; Vona-Davis, et al., 2007).

Se ha observado que los fibroblastos son la mayor fuente de HGF. De esta forma, en estadios
tempranos de cancer de mama, la expresion de esta proteina es tipicamente detectada,
aunque a bajos niveles, en el estroma de hiperplasias y carcinomas in situ. Sin embargo, en
estadios mds avanzados (carcinomas invasivos), la expresion de HGF estd a menudo
incrementada en las células epiteliales, facilitando asi la estimulacion de la proliferacion de
forma paracrina y autocrina (Elenbaas, et al., 2001; Parr, et al., 2004; Taniguchi, et al., 1995).

Como se ha descrito anteriormente, en tumores de mama la sobreexpresion de TGF1 y HGF
por los fibroblastos promueve el crecimiento hiperplasico o tumorigénico del epitelio normal
de la mama. Se ha demostrado que HGF puede estimular la produccidon de varios factores
como es el caso de la MMP9 (Stuelten, et al., 2005), o de uPA, el cual puede a su vez activar
pro-HGF, ya que éste muestra una alta homologia con el plasminégeno (McMahon, et al.,,
2008; Sgier, et al., 2010). Existen otros factores inductores del HGF como el PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), el TGF o la IL6 (Nakamura, et al., 1997; Sun, et al., 2005;

Taniguchi, etal., 1995; Wang Y. D., et al., 2002).
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VIIl.4 Factores de crecimiento de fibroblastos

En vertebrados, la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) consiste en al
menos 22 miembros (Ornitz, et al.,, 2001), los cuales participan en diferentes procesos
celulares como proliferacién, diferenciacién, supervivencia celular, migraciéon y curacién de
heridas (Goldfarb, 1996).

Los FGFs median las respuestas celulares por unidn y activacién de cuatro receptores tirosin-
guinasa y un receptor soluble, produciendo una gran diversidad de respuestas bioldgicas en
diferentes tipos celulares, esenciales en el mantenimiento de la comunicacion normal

epitelio/estroma y de la homeostasis (Halper, 2010; Tarkkonen, et al., 2012).

Factor de crecimiento de fibroblastos 2 o basico

El factor de crecimiento de fibroblastos 2 o bésico (FGF2 o FGFb) es una proteina de 18 KDa.
Entre sus funciones fisioldgicas se encuentran la induccién de la diferenciacién, supervivencia y
regeneracion neuronal, y la modulacion del desarrollo y diferenciacién embrionaria (Li Z., et
al., 2010). Es ademads una proteina angiogénica tanto in vitro como in vivo, y tiene un
importante papel en el mantenimiento de los tejidos y en la cicatrizacion de las heridas
(Hewala, et al., 2010; Kalluri, et al., 2006; Ritter, et al., 2008).

Existen varias vias del proceso angiogénico en las que FGF2 esta involucrado. Una de esas vias
es por estimulacion de la sintesis del activador del plasmindgeno y otras proteasas
involucradas en la angiogénesis. Ademas, FGF2 estimula la migracién y la sintesis de ADN en
las células endoteliales in vitro. (Bos, et al., 2005).

FGF2 ha sido identificado en una gran variedad de células y tejidos malignos, entre los cuales
se encuentran el cancer de préstata y el cancer de mama (Giulianelli, et al., 2008). Es mas, se
ha observado una concentracidn significativamente mayor de FGF2 en suero de pacientes con
cancer de mama respecto a sus controles normales (Granato, et al., 2006; Hewala, et al.,,
2010).
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Debido a su afinidad por la heparina, FGF2 exhibe una fuerte unién a los proteoglicanos de la
matriz extracelular donde suele estar secuestrado. Por ello, su biodisponibilidad es limitada, y
su liberacion es en parte regulada por las MMPs y otras proteasas extracelulares, las cuales
llevan a cabo la degradacion de la matriz extracelular y, con ello, la liberaciéon de varios

factores, entre los que se incluye el FGF2 (Bos, et al., 2005; Halper, 2010).

Factor de crecimiento de fibroblastos 7

El factor de crecimiento de fibroblastos 7 o factor de crecimiento del queratinocito (FGF7 o
KGF) es un péptido de 22KDa descubierto en 1989 como parte de una investigacion para
identificar factores solubles en el tejido estromal que pudiesen aumentar el crecimiento de las
células epiteliales. EI FGF7 fue originalmente aislado a partir de fibroblastos procedentes de
pulmén de embridon humano, y posteriormente se ha confirmado su presencia en el estroma
mamario.

El FGF7 estd originado en fibroblastos, y su receptor estd localizado en células epiteliales y
mioepiteliales (Bhowmick, et al., 2004; Palmieri, et al., 2003), por lo que se considera un
mediador paracrino en la proliferacion y migracion de la célula epitelial (Palmieri, et al., 2003;
Zang, et al., 2000).

Varios estudios han confirmado que el FGF7 actia como un potente mitégeno para las células
de la glandula mamaria. En uno de estos estudios, se observé que la administracidn sistémica
de FGF7 en ratas resulta en una hiperplasia epitelial mamaria ductal, con un exceso de
formacién de nuevos ductos. El FGF7 también actiia como mitdgeno en cultivos primarios de
epitelio mamario (Ulich, et al., 1994; Zang, et al., 2000).

Ademas de su relacién con tumores mamarios, se han detectado mayores niveles de ARNm del
FGF7 en muestras de cdncer de pdancreas y colon respecto a sus respectivos controles

normales (Siddiqi, et al., 1995; Watanabe, et al., 2000).
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Existen varios factores que tienen la capacidad de estimular la expresién del FGF7 en las
células estromales. Por ejemplo, tratamientos con la IL1 y la IL6, aumentan la transcripcién y la

sintesis proteica del FGF7 en fibroblastos (Finch, et al., 2006).

VIII.5 Factores de crecimiento derivados de plaquetas

Los PDGFs son una familia de glicoproteinas catidnicas identificadas a finales de 1970 como
componentes del suero responsables de la proliferaciéon de células mesenquimales, y cuya
produccién era debida a las plaguetas. Los PDGFs son potentes mitégenos y quimioatrayentes
para varios tipos celulares como células mesenquimales, fibroblastos, células vasculares del
musculo liso y células glomerulares mesangiales. Ademas, los PDGFs estan involucrados en la
reparacion del tejido normal después de un dafio, ya que su papel fisioldgico es controlar el

crecimiento del tejido conectivo (Ariad, et al., 1991; Bos, et al., 2005; Gehmert, et al., 2010).

La familia PDGF consiste en cuatro ligandos codificados por cuatro genes diferentes: PDGFA,
PDGFB, PDGFC y PDGFD (Heldin, et al., 2002). EI PDGF mitogénicamente activo es un dimero
de dos cadenas polipeptidicas las cuales han sido identificadas como PDGFA (PDGF1) y PDGFB
(PDGF2), unidas por puentes disulfuro (Ariad, et al., 1991).

En general, los efectos de PDGFs en la promocion tumoral son principalmente autocrinos,
estromales y angiogénicos (Hermanson, et al., 1992). Se ha observado un incremento de la
expresion de PDGFA y B en varias lineas tumorales de mama, asi como en otras lineas celulares
malignas no hematopoyéticas como melanoma, cancer de ovario y cancer de prdstata (Ariad,
et al., 1991; Bronzert, et al., 1987; Elenbaas, et al., 2001).

En el cancer, los PDGFs y sus receptores estimulan el brote microvascular por atraccion de
pericitos y células del musculo liso durante la angiogénesis (Bos, et al., 2005). Se ha observado
ademas, que la expresiéon de ARNm de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) y

PDGFs por RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) es mayor
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en el tejido tumoral que en el tejido normal en cancer de mama, y que estas expresiones estan
significativamente relacionadas con el grado de angiogénesis y la metastasis ganglionar (Bauer,
et al., 1985; Chua, et al., 1985). Es mas, altos niveles de PDGFs en el plasma predicen una baja
supervivencia en pacientes con cdncer de mama, y puede ser un marcador prondstico en
pacientes con estadios tempranos y tardios de cancer de mama (Ariad, et al., 1991; Seymour,
et al., 1993).

Por otro lado, los PDGFs son considerados factores de resistencia, ya que su expresidn por las
células tumorales en cadncer de mama tiene un efecto adverso en respuesta a la quimioterapia
(Seymour, etal., 1993).

Los PDGFA y PDGFB son capaces de inducir la liberacion de componentes de la matriz y de
varios factores de crecimiento de los fibroblastos como el IGF1 (factor de crecimiento similar a
la insulina tipo 1), el HGF y el FGF2, los cuales subsecuentemente pueden también modular el
crecimiento tumoral y/o el ambiente tumoral (de Jong, et al., 1998a; b; Halaban, 1996; Pierce,

et al., 1995).

VIII.6 Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

El uPA pertenece a la familia de las serin-proteasas, y juega un papel esencial en la fisiologia
normal reproductiva, la curacién de heridas, la angiogénesis y la remodelacion tisular
(Carriero, et al., 2009; De Cremoux, et al., 2009). En cuanto a su relacidn con el céncer, la
expresion de uPA y de su receptor (UPAR) ha sido detectada tanto en fibroblastos como en
células epiteliales en diferentes muestras de carcinomas humanos (Elenbaas, et al., 2001). La
activacion de uPA se produce tras la union de Pro-uPA a su receptor uPAR (Sgier, et al., 2010)
anclado a la membrana, inicidndose asi la protedlisis principalmente del plasmindgeno
inactivo, el cual se convierte en plasmina activa.

La plasmina tiene la capacidad de degradar varias proteinas de la matriz extracelular como la

fibronectina, la fibrina, la laminina y los proteoglicanos. También activa la pro-colagenasa tipo

52



IV que, a su vez, degrada el colageno produciendo con ello una mayor degradacién de la matriz
y la liberacidn de otros factores de crecimiento que se encuentran en la ECM (matriz
extracelular) (Elenbaas, et al., 2001; Foekens, et al., 1992), y de MMPs como la MMP9
(Andreasen, et al., 1997; Huang H. Y., et al.,, 2010). El uPA y la plasmina también pueden
estimular factores de crecimiento debido a la activacién proteolitica de formas latentes de
varios factores como el HGF, el TGFB y el FGF2 (Andreasen, et al., 1997). Asi mismo, existen
varios factores de crecimiento que inducen la expresién del uPA en fibroblastos, como el EGF
(factor de crecimiento epidérmico), el PDGF y el FGF2 (Sieuwerts, et al., 1999).

Se ha descrito la existencia de una elevada expresién de componentes del sistema uPA en
diferentes tipos tumorales, como el cdncer de mama y el cancer de colon, entre otros. Unos
altos niveles de actividad del uPA estan correlacionados con la invasividad tumoral y es un
indicador prondstico independiente de metastasis y recurrencia, particularmente en el caso
del cancer de mama (Chen J,, et al., 2001; Duffy, et al., 1998; Duffy, et al., 1988; Duffy, et al.,
1990; Knoop, et al., 1998; McMahon, et al., 2008; Thomssen, et al., 2009), ya que aumenta la
migracion de las células tumorales gracias a la degradacion de la ECM, lo que permite a las
células tumorales tener acceso a la circulacidn sistémica y colonizar varios 6rganos (Moreau, et
al., 2011). Ademas, la expresidn del uPA y de la MMP13 se relaciona con la transicién de CDIS a
CDI (carcinoma ductal invasivo) (Radisky, et al., 2007).

Ademas de la migracion, uno de los papeles mas importantes del uPA en la progresién tumoral
es la estimulacién de la proliferacién. Una de las vias es por inhibicidn de la apoptosis, ademas
de por la induccion de cascadas de sefializacién proliferativas como, por ejemplo, a través de la
via de STAT-3 (transductor de sefial y activador de la transcripcién 3). (Wolff, et al., 2011).
Debido a los resultados obtenidos en diferentes estudios, el uPA y su inhibidor PAI-1 son
considerados el indicador prondstico mas potente conocido dentro de los nuevos factores
prondsticos derivados de la biologia molecular del cdncer de mama, para predecir la

supervivencia libre de enfermedad y supervivencia total de las pacientes con cdncer de mama,
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y el factor predictivo mas exacto de metdstasis en tumores con ganglios linfaticos negativos

(Sgier, et al., 2010).

VIII.7 Interleuquinas

Las ILs son una familia de polipéptidos pertenecientes a la familia de las citoquinas. Muchas de
las interleuquinas han sido relacionadas con diferentes tumores, entre ellas la IL6 y la ILS,
cuyos niveles circulantes han sido hallados alterados en varios subtipos tumorales, incluyendo
el cancer de mama, comparado con controles sanos (Benoy, et al., 2004; Meyers, et al., 2005;
Tsimberidou, et al., 2008). Es mas, los niveles en suero de ambas citoquinas han sido asociadas
con un mal prondstico en pacientes con cdncer de mama (Benoy, et al., 2004; Yao C., et al.,
2007). De hecho, los niveles de estas citoquinas en el inicio del tratamiento son indicadores de
la respuesta a la terapia y del prondstico de las pacientes con recurrencia de cancer de mama
(Yokoe, et al., 1997).

Interleuquina 6

Es una potente citoquina inflamatoria pleiotrépica, inicialmente identificada como un factor
derivado de células T, inductor de la maduracién terminal de las células B en células
plasmaticas productoras de anticuerpos (Camporeale, et al., 2012; Guo, et al., 2012; Lin W. W.,
et al., 2007). La IL6 tiene un importante papel en una gran variedad de actividades bioldgicas
relacionadas con los procesos inflamatorios normales, los mecanismos de defensa inmune y la
modulacién del crecimiento celular (Guo, et al., 2012). Ademas de en las células inmunes, la
IL6 puede ser expresada por diferentes tipos celulares como fibroblastos y células tumorales
en respuesta a una amplia variedad de estimulos, como infeccién bacteriana o viral,
inflamacidn u otras citoquinas inflamatorias (Hugo, et al., 2012).

La mayoria de los genes diana de la IL6 estan involucrados en la progresién del ciclo celulary la
supresion de la apoptosis, lo cual subraya la importancia de la IL6 en la formacidn del tumor.

Ademas, la IL6 incrementa la capacidad de migracidn de las células endoteliales, un paso clave
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en la angiogénesis y diseminacion de los tumores sélidos (Lin W. W., et al., 2007; Yao J. S., et
al., 2006). Mdltiples estudios han sefialado a la IL6 como un potente factor de crecimiento para
varios tumores, entre ellos el cancer de mama (Berger, 2004; Garcia-Tunon, et al., 2005; Lin W.
W., et al.,, 2007; Salgado, et al., 2003; Sansone, et al., 2007; Sasser, et al., 2007), y se ha
observado que altos niveles en suero de la IL6 en pacientes con cancer de mama estan
relacionados con el estadio tumoral y con un prondstico desfavorable en mujeres con
metastasis, mostrandose como un factor con valor prondstico independiente (Bachelot, et al.,
2003; DeMichele, et al., 2003; Knupfer, et al., 2007; Kozlowski, et al., 2003; Olsen, et al., 2010;
Plante, et al., 1994; Salgado, et al., 2003; Zhang G. J., et al., 1999).

La IL6 ha sido también relacionada con la resistencia a tratamientos antitumorales. En un
estudio realizado en cancer de mama se mostréo que las células tumorales sensibles al
tratamiento con quimioterapia no expresan IL6; en cambio, aquellas células tumorales de
mama resistentes a varios agentes quimioterapicos producen altos niveles de IL6 (Conze, et al.,
2001). Ademas, esta citoquina permite a la célula tumoral escapar de la muerte celular
inducida por la quimioterapia.

El papel de la IL6 ha sido relacionado con otros factores. Asi, se ha demostrado que la IL6
regula la proliferacidn de las células tumorales a través de la activacién de factores de
crecimiento del epitelio, HGF y otros factores (Badache, et al., 2001; Grant, et al., 2002; Sun,
et al., 2005; Wang Y. D., et al.,, 2002). Ademas, la IL6 estimula la angiogénesis y la
vascularizacion tumoral a través de la regulacién en la sintesis de VEGF (Dankbar, et al., 2000;
Guo, etal., 2012).

El éxito en los tratamientos con medicamentos que antagonizan la sefalizacion de IL6 ha

supuesto el mayor soporte del papel patoldgico de este factor en el cdncer (Duan, et al., 2006).
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Interleuquina 8

La IL8 o CXCL8 es una citoquina de la familia de las quimiocinas y fue originalmente
identificada como un quimioatrayente para neutrdfilos, jugando un papel en la activacién del
sistema inmune (Sozzani, et al., 1996; Walz, et al., 1987; Yoshimura, et al., 1987). Es secretada
por una variedad de células estromales como fibroblastos y células endoteliales, ademas de
por otros tipos celulares como las células epiteliales (Ingerslev, et al., 2010; Korkaya, et al.,
2011).

Se ha detectado una expresion de IL8 en lineas procedentes de varios tumores, entre ellos de
cancer de mama (Kozlowski, et al., 2003; Moore, et al., 1999; Xu, et al., 2000). Esta citoquina
actua no sélo a favor de la invasion y diseminacion metastdsica, sino que también es un
potente inductor de la angiogénesis y del crecimiento tumoral (Chavey, et al., 2008; Koch, et
al., 1992; Strieter, et al., 1992). De hecho, la expresion de la IL8 es inducida por VEGFA, y
ambos son modulados por la hipoxia (Kunz, et al., 1999; Rofstad, et al., 2002). Por otro lado, la
IL8 ejerce su actividad angiogénica en parte por la induccion de la expresion de MMP2 y MMP9
(Li A., et al., 2005a; Opdenakker, et al., 2001).

La concentracidon de IL8 se encuentra incrementada en muestras tumorales de cdncer de
mama respecto a muestras de tejido benigno (Abranches, et al., 2011; Green, et al., 1997). De
hecho, varios estudios muestran un incremento de la concentracién de IL8 en suero en
pacientes con cancer de mama y una correlacidon positiva con el estadio de la enfermedad
(Benoy, et al., 2004; Kozlowski, et al., 2003), y con el potencial metastatico (Chavey, et al.,
2007). Los niveles elevados de IL8 circulante han sido relacionados con una mala respuesta a la
guimioterapia sistémica en pacientes con cancer de ovario. Asi mismo, Yokoe y cols. (Yokoe, et
al., 2000) describen la existencia de altos niveles de IL8 circulante en aquellos pacientes con

cancer de mama que no responden a la terapia.
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VIII.8 Proteina quimioatrayente de monocitos

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1 o CCL2) es una citoquina de la familia de
las quimiocinas, y regula el reclutamiento de monocitos, macrdéfagos y otras células
inflamatorias a lugares donde existe una dafio o infeccion (Christopherson, et al., 2001; Zlotnik,
et al., 2006).

Se ha observado la expresién de CCL2 en una gran variedad de tumores y lineas celulares
tumorales, incluyendo el melanoma, los gliomas, los sarcomas, el cdncer de ovario, el cancer
de vejiga y de mama (Graves, et al., 1992; Kuratsu, et al., 1993; Negus, et al., 1995; Sciacca, et
al.,, 1994; Valkovic, et al.,, 1998). Sin embargo, CCL2 no es sélo producido por las células
tumorales, sino también por las células estromales tales como fibroblastos, células
endoteliales y monocitos (Tsuyada, et al., 2012; Ueno, et al., 2000; Valkovic, et al., 1998).
Debido a que varios tipos celulares dentro del microambiente tumoral expresan y responden a
CCL2, éste exhibe un efecto promotor del crecimiento paracrino y autocrino (Steiner, et al.,

2012).

Los niveles de CCL2 han sido relacionados con un alto grado tumoral en cancer de mama
(Chavey, et al.,, 2007). Los niveles elevados de CCL2 desencadenan el reclutamiento de
macroéfagos, linfocitos B y linfocitos T al tumor (Chavey, et al., 2007; Lebrecht, et al., 2004;
Wilson, et al., 2002), lo que esta relacionado con un mal prondstico (Goede, et al., 1999).
Ademas, tiene un valor prondstico significativo para la supervivencia libre de enfermedad
(Dwyer, et al., 2007). Se ha mostrado también una asociacién entre una elevada expresion de
CCL2 y la afectacidn ganglionar (Lebrecht, et al., 2004), la expresion de factores angiogénicos
(Saji, et al., 2001; Ueno, et al.,, 2000; Wilson, et al.,, 2002) y la activacion de MMPs en
pacientes con cancer de mama (Saji, et al.,, 2001). Ademas, la proteina CCL2 ha sido
relacionada con varios factores que aumentan el crecimiento de las células endoteliales, como

VEGF o IL8 en tumores de mama primarios (Dwyer, et al., 2007).
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CCL2 también influye en la metastasis dsea. Células metastasicas de cancer de mama inducen
la liberacién de CCL2 y de otras citoquinas inflamatorias por los osteoblastos, creando asi un
microambiente favorable para el crecimiento tumoral (Kinder, et al., 2008). La liberacion de
CCL2 por los osteoblastos es también quimiotdctico para los osteoclastos y lidera el desarrollo
osteolitico de la lesion mestastasica, asi como la degradaciéon de la matriz 6sea debido a las
acciones de reabsorcién de los osteoclastos (Bussard, et al., 2010; Kinder, et al., 2008).

Por todo esto, CCL2 es considerado un factor prondstico potencial, diana terapéutica, o ambos,
en pacientes con cancer de mama (Dwyer, et al., 2007; Murphy, et al., 2011; Salcedo, et al.,

2000; Valkovic, et al., 1998).

VIIl.9 Factor derivado de células estromales

El factor derivado de células estromales 1 (SDF1 o CXCL12) es una citoquina de la familia de las
guimiocinas. Fue inicialmente clonado a partir de médula ésea murina y caracterizado como
un factor estimulante del crecimiento de células B (Nagasawa, et al., 1994; Shirozu, et al.,
1995). EI CXCL12 ejerce sus efectos a través de su receptor CXCR4 (receptor de quimiocina tipo
4), el cual es el Unico receptor fisiolégico para CXCL12. Este factor participa en la quimiotaxis
(Fernandis, et al., 2004; Libura, et al., 2002; Orimo, et al., 2005), la hematopoyesis (Nagasawa,
et al., 1998; Zou, et al., 1998), la vasculogénesis (Tachibana, et al., 1998; Yamaguchi, et al.,,
2003), la diseminacion tumoral y la metdstasis (Geminder, et al., 2001; Muller, et al., 2001;
Phillips, et al., 2003). En situaciones normales, CXCL12 es liberado a los sitios que han sufrido
una lesion, induciendo la regeneracion tisular (Askari, et al., 2003; Ceradini, et al., 2004; De
Falco, et al., 2004; Schober, et al., 2003).

El CXCL12 estd constitutivamente expresado en varios érganos incluyendo hueso, pulman,
higado, cerebro y timo; ademas se expresa en células estromales como osteoblastos,
fibroblastos y células endoteliales de médula dsea (Aust, et al., 2001; Yun, et al., 2003). Se ha

observado también su expresidn en varias lineas celulares (Kang H., et al., 2005b), asi como en
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tumores de pacientes con cancer de mama, siendo mas abundante en tumores con ganglios
linfaticos positivos, en tumores de pacientes con recidivas o en aquellos de pacientes con
metadstasis o que no sobreviven. (Kang H., et al., 2005a; Kang H., et al., 2005b). También se ha
observado que el nivel de expresién de CXCL12 en el suero ha sido asociado con un mal
prondstico en pacientes con cancer de mama (Burger, et al., 2006; Chu, et al., 2010; Kang H.,
et al., 2005b).

Su alta expresiéon en ganglios linfaticos, médula ésea, higado y pulmén, parece deberse a que
contribuye a la migracion de las células de cdncer de mama a los ganglios linfaticos y
subsecuentemente a la formacion de metdstasis en drganos distantes (Kang Y., et al., 2003;
Muller, et al., 2001; Zlotnik, 2006a; b; Zlotnik, et al., 2006). De hecho, el uso de anticuerpos
neutralizantes para el receptor de esta quimiocina, reducen la metdstasis en modelos animales

de cancer de mama (Muller, et al., 2001).

VIII.10 Factor nuclear de transcripcion kappa B

La familia Rel/NFKB esta formada por cinco factores de transcripcion: p65 (Rel-A), Rel-B, c-Rel,
p50 (NFKB1) y p52 (NFkB2) los cuales comparten un dominio de 300 aminoacidos, situado en
su extremo N-terminal, y que es denominado dominio de homologia Rel (Rel Homology
Domain o RHD) (Ghosh, et al., 1998). Este dominio media la dimerizacién y el transporte
nuclear de las proteinas NFKB, asi como su unién a secuencias especificas del ADN
denominadas elementos kb, los cuales forman parte de promotores y potenciadores de la
transcripcién. La familia de factores de transcripcion NFKB es esencial en las respuestas
inmunes innatas y adaptativas, la supervivencia celular y la inflamacion entre otras funciones
bioldgicas (Ghosh, et al., 2002; Hayden, et al., 2004).

En la mayoria de las células, las proteinas de la familia NFKB, forman homo o heterodimeros
que estan secuestrados en el citoplasma por moléculas inhibidores de NFKB (IkB). La activacion

de NFKB por diferentes sefiales, como los inductores el TNFa (factor de necrosis tumoral a) o la
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IL1, resulta en la activacién del complejo de quinasas IkB (IKK), que fosforila a las moléculas
inhibidoras 1kB, produciéndose la translocacidon nuclear de los complejos proteicos de NFKB
(Ducut Sigala, et al., 2004; Ghosh, et al., 2002). Una vez en el nicleo, modulan la expresion de
genes involucrados en la inflamacidn, la degradacion de la matriz extracelular, la adhesién
celular, la angiogénesis y la prevencidn de la muerte celular, teniendo por ello un importante
papel en la progresion tumoral (Baeuerle, et al., 1994; Beg, et al., 1996; Siebenlist, et al., 1994;
Verma, et al., 1995; Whiteside, et al., 1997).

Se ha observado una activacion constitutiva de NFKB en diferentes tipos de tumores como por
ejemplo en cancer de mama (Ahmed, et al., 2006; Nakshatri, et al., 1997; Sovak, et al., 1997),
de ovario (Huang S., et al., 2000), hepatocarcinoma (Stathopoulos, et al., 2008), cancer de
pulmén (Stathopoulos, et al., 2008) o de pancreas (Jackson L., et al., 2006). Se ha observado
ademads que los tumores con activacién constitutiva de NFKB, muestran normalmente una
mayor resistencia a la quimioterapia (Dolcet, et al., 2005).

Tras su activacion, NFKB aumenta la expresion de varios factores, entre los que se encuentran
algunas proteinasas como uPA (Bhat-Nakshatri, et al., 1998), varias metaloproteasas (Bond, et
al., 1999; Bond, et al., 1998; Nozaki, et al., 2000), y citoquinas como la IL6 y la IL8 (Anderson, et
al., 2000; Georganas, et al., 2000). De hecho, ha sido recientemente observado un mecanismo
de retroalimentacién positivo mantenido por la IL6 a través de la activacion de STAT3, el cual a

su vez activa NFKB (lliopoulos, et al., 2009; lliopoulos, et al., 2010).

Viil.11 Factor de crecimiento similar a la insulina 2

Los IGFs son péptidos con una masa molecular de alrededor de 7,5 kDa que tienen una
estructura homadloga a la proinsulina. Existen 2 tipos de IGFs, el IGF1 o somatomedina Cy el
IGF2 (Daughaday, et al., 1989).

Ambos IGFs se expresan, tanto en el desarrollo como en la vida adulta, en gran variedad de

tejidos entre los que se incluyen musculo, pulmén, higado, rifiones y cerebro (Daughaday, et
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al., 1989). Dentro del sistema nervioso, los IGFs y sus receptores se expresan en gran cantidad
durante el desarrollo embrionario lo que sugiere un importante papel de estos factores
durante los procesos de diferenciacién neuronal, sinaptogénesis y mielinizacion (Feldman, et
al., 1997; Sara, et al., 1990).

IGF2 es un potente mitédgeno para una gran variedad de células normales y transformadas,
incluidas fibroblastos y células epiteliales, ya que su expresidon no es especifica del estroma;
ademas se ha detectado su expresion en varias lineas celulares de cancer de mama (Elenbaas,
et al., 2001; Giani, et al., 1996).

Se ha observado una alta expresién de IGF2 en varios tipos tumorales como en cédncer de colon
(Li S. R., et al., 2004b), hepatocarcinoma (Lamas, et al., 1991), cancer de ovario (Sayer, et al.,
2005) y cancer de mama (Giani, et al., 2002; Sayer, et al., 2005), entre otros. De hecho, se ha
observado una mayor expresion de este factor en el estroma de carcinomas mamarios
invasivos respecto al tejido normal (Shekhar, et al., 2001; Singer, et al., 1995), y se asocia con
la progresion tumoral en este tumor (Cullen, et al., 1992).

Ademads, IGF2 puede inducir la angiogénesis por estimulacion de la migracion y la
diferenciacion morfolédgica de las células endoteliales (Lee O. H., et al., 2000), siendo ademas
capaz de inducir la expresidn de VEGF en cultivos a través del aumento de expresion del factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-1a) (Feldser, et al., 1999; Zelzer, et al., 1998).

La participacion del sistema IGF ha sido también descrita en la promocidon de la invasion
tumoral a través de la regulacidon de varias MMPs (Samani, et al., 2007), asi como de la

expresion de uPA (Dunn, et al., 2000).

VIil.12 Factor de crecimiento del endotelio vascular

La angiogénesis y la vasculogénesis son procesos complejos en los cuales estan involucrados
diferentes sistemas de sefializacion, siendo el principal sistema la familia de los VEGFs y sus

receptores. Este sistema estd compuesto por una familia de glicoproteinas, con al menos seis
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tipos de VEGFs descritos (VEGFA, B, C, D, E y el factor de crecimiento placentario P1GF)
(Ferrara, et al., 1997). El VEGFA es la isoforma mas comin y mas estudiada, por lo que
normalmente se describe como VEGF (Halper, 2010).

El VEGF, es una citoquina multifuncional que puede ser secretada por una gran variedad de
células, tanto estromales como tumorales, y tiene un papel esencial en la vasculogénesis y
angiogénesis (Fox, et al., 2001; Kalluri, et al., 2006). Se ha observado una alta expresion de
este factor en varios tipos de tumores humanos, incluyendo cancer de pulmén (Han H., et al,,
2001), de esofago (Kleespies, et al., 2005) y colorrectal (Des Guetz, et al., 2006), en los cuales
se ha sugerido que la expresidon del VEGF estd asociada con la progresion tumoral.

De hecho, ademas de su papel en la formacidn de nuevos vasos, se ha mostrado que el VEGF
es capaz de estimular la proliferacion de las células tumorales. En cancer de mama, el VEGF
aumenta la proliferacién y la migracién de células tumorales (Bachelder, et al., 2002; Liang, et
al., 2006). Es mas, la expresion del VEGF en cancer de mama ha sido relacionada con una
menor supervivencia (Mohammed, et al., 2007).

La expresion de otros factores puede aumentar la disponibilidad del VEGF en el tumor. Asi, la
expresion de la MMP9 produce una mayor degradacién de la matriz extracelular, liberando
VEGF e incrementando con ello su biodisponibilidad (Bergers, et al., 2000). También se ha
observado que CCL2 aumenta la expresidn génica del VEGF, existiendo una relacion reciproca
entre ambos factores de manera que VEGF induce la liberacion de CCL2 (Marumo, et al., 1999;

Yamada, et al., 2003).

VIIIL.13 Metaloproteasas de la matriz y sus inhibidores

Las MMPs son enzimas proteoliticas que poseen dos atomos de zinc en el sitio activo de la
molécula, y su familia cuenta con 26 miembros (Brinckerhoff, et al., 2000; Demers, et al., 2005;
Overall, et al.,, 2002). Todas ellas presentan caracteristicas muy similares e incluso se

superponen en la especificidad por sustratos.
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La expresion de las MMPs es inducida por una variedad de estimulos externos tales como las
citoquinas y los factores de crecimiento, incluyendo interferones (IFNs), ILs, FGFs, VEGFs, TNFa
o TNFB , EGFs y el inductor de metaloproteasas de la matriz extracelular (EMMPRIN)
(Sternlicht, et al., 2001). Las MMPs son sintetizadas como zimdégenos (precursores inactivos), y
para su activacidén enzimatica, es necesaria la ruptura del enlace cisteina-zinc, mediante la
proteolisis del pro-péptido por otras MMPs o serin-proteasas, o mediante un cambio
conformacional de la proteina (inducido por compuestos organomercuriados, urea,
detergentes o especies reactivas de oxigeno). La actividad de las MMPs es regulada por sus
inhibidores enddgenos, los TIMPs. Sus 4 miembros (TIMP1, 2, 3 y 4) son proteinas capaces de
inactivar las MMPs a través de su unién directa y reversible al dominio catalitico de las MMPs
(Brew K., et al., 2000).

Las MMPs desempefian un papel esencial en la degradacion del tejido conectivo estromal y los
componentes de la membrana basal, que son elementos clave en la invasion tumoral y las
metdstasis. Asi, ha sido establecida la implicacidn de las MMPs en el desarrollo del cancer
(Shuman Moss, et al., 2012), como el de mama (Del Casar, et al., 2010; Eiro, et al., 2013a; Eiro,
et al., 20123; Eiro, et al., 2013b; Fernandez-Garcia, et al., 2014; Garcia, et al., 2010; Gonzalez L.
0., et al., 2010b; Vizoso, et al., 2007), el colorrectal (Gonzalez L., et al., 2012)](Gonzalez L., et
al., 2012; Herszenyi, et al., 2012), de prdstata (Escaff, et al., 2011; 2010; Fernandez-Gomez, et
al., 2011) y el hepatocarcinoma (Altadill, et al., 2009), entre otros.

Durante la invasién tumoral, las MMPs parecen tener diversas funciones, probablemente
debido a su preferencia de sustrato. Existen datos que desafian el clasico dogma que establece
que las MMPs promueven la metdstasis exclusivamente mediante la modulacion de la
remodelacién de la matriz extracelular; se describe, asi, la influencia de las MMPs en el
comportamiento de la célula tumoral in vivo como consecuencia de su capacidad para escindir

los factores de crecimiento, los receptores de superficie de la célula, las moléculas de adhesion
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celular, asi como las quimioquinas o citoquinas (Fingleton, et al., 2001; Manes, et al., 1999;
Stetler-Stevenson, 1999).

Asi pues, la transcripcion de las MMPs puede ser inducida por citoquinas pro-inflamatorias
como la IL1, IL6, IFNs y TNFa, o por factores de crecimiento como EGF, FGF y TGFB o por
EMMPRIN, todos ellos a su vez regulados por NFkB (Sternlicht, et al., 2001). Por otra parte, si
bien la primera funcién de las MMPs es la degradacidon de la ECM, actualmente se considera
gue cumplen un papel importante en el procesamiento de moléculas bioactivas tales como los
factores de crecimiento, las citoquinas, las quimioquinas y sus respectivos receptores (Gill, et
al., 2008).

Las MMPs pueden modular la expresion de los mediadores de la inflamacién, pudiendo
establecer los gradientes de quimioquinas necesarios para la quimiotaxis de las células
inflamatorias (Manicone, et al., 2008). De esta forma, las MMPs son capaces de regular el
comportamiento celular de diferentes formas (Figura 13); estos mecanismos incluyen la
alteracion de las interacciones célula-matriz y célula-célula; la liberacidén, activaciéon o
inactivacién de moléculas de sefalizacidn paracrina o autocrina; y la activacién o inactivacion

de receptores de la superficie celular (Sternlicht, et al., 2001).
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Figura 13. Mecanismos potenciales de la sefializacion celular mediada por MMPs. (Fuente:
How matrix metalloproteinases regulate cell behavior, Annu Rev Cell Dev Biol. (2001) 17:463-

516).

En definitiva, las citoquinas activan la expresién de las MMPs, mientras que estas ultimas
aumentan la inflamacién en el tejido. Los TIMPs pueden modular las vias de sefializacidn
criticas para la inflamacién y el cdncer independientemente de la inhibicion de las MMPs
(Manicone, et al., 2008).

Varias metaloproteasas, incluidas las gelatinasas, MMP2 (gelatinasa A) y MMP9 (gelatinasa B),
estan altamente expresadas en tumores de varios origenes y especies (Liotta, et al., 1980).
Ambas degradan componentes de la membrana basal, particularmente colageno IV, ademas
de una amplia variedad de otras sustancias pericelulares, tales como la laminina y la
fibronectina. Las gelatinasas también estan involucradas en la degradacion del colageno fibrilar
después de su degradacion inicial por colagenasas (Lynch, et al., 2002; Sternlicht, et al., 2001).
En tumores de cancer de mama invasivos, los niveles de estas dos MMPs estan asociados con
un prondstico desfavorable (Rouyer, et al., 1994). Es mds, en este tipo de tumor, una alta
actividad de MMP2 esta relacionada con la presencia de metdstasis ganglionar y baja
supervivencia en estadios tempranos (lwata, et al., 1996; Onisto, et al., 1995; Wadowska-
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Jaszczynska, et al., 2011), y altos niveles de MMP9 en suero y tejido estdn asociados con la
invasién tumoral y metastasis (Nabeshima, et al., 2002).

Existen otras metaloproteasas asociadas a la progresién tumoral, como la MMP11 (o
Estromalisina 3), la cual fue originalmente identificada por su sobreexpresidon en carcinomas
primarios de mama (Basset, et al., 1990). Esta MMPs tiene como sustratos los colagenos tipo
IV, V, IX y X, la laminina, la elastina, la fibronectina, la caseina y proteoglicanos. Durante la
tumorogénesis, la funcién celular de la MMP11 es favorecer la supervivencia de las células
cancerosas en el microambiente del estroma por la disminucién de la muerte celular de las
células tumorales a través de la apoptosis y la necrosis (Boulay, et al., 2001). Es mas, la
sobreexpresion de la MMP11 ha sido asociada con una mayor agresividad tumoral y un
prondstico desfavorable en cdncer de mama (Ahmad, et al., 1998; Basset, et al., 1997;
Chenard, et al., 1996), teniendo una mayor expresion en los carcinomas mamarios invasivos
respecto a los carcinomas in situ (Ma X. J., et al., 2009).

En algunos tumores humanos, la expresién de MMP11 ha sido observada principalmente en
los fibroblastos estromales que rodean a las células epiteliales malignas, lo que sugiere una
promocién de la tumorogénesis de una manera paracrina. Ademas de su expresion por
fibroblastos, se ha observado que la expresién de la MMP11 por las CMIs del estroma
intratumoral identifica un grupo de tumores con un perfil de expresion elevado de moléculas
relacionadas con el proceso inflamatorio, y que se asocia con un peor prondstico (Eiro, et al.,
2012a).

Los TIMPs son proteinas multifactoriales que pueden inducir la proliferacion celular o inhibir la
apoptosis, la migracion celular, la invasion y la angiogénesis (Jiang Y., et al., 2002; Van Damme,
et al., 2004; Wurtz, et al., 2005). El TIMP1 es un factor de gran interés ya que juega un papel en
la invasion tumoral y la angiogénesis. Por un lado, TIMP1 inhibe las MMPs, y asi puede influir
en el crecimiento tumoral y la invasion. Por otro lado, ha sido demostrado que TIMP-1 puede

promover el crecimiento celular,la tumorogénesis y la angiogénesis, e inhibir la apoptosis en
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varios tipos celulares, incluyendo lineas celulares de cancer de mama (Alexander, et al., 1996;
Bigelow, et al., 2009; Hayakawa, et al., 1992; Li G., et al., 1999; Liu, et al., 2003).

De esta forma, numerosos estudios han demostrado una asociacién entre una alta expresion
de TIMP1 en el tumor y un mal prondstico. Esta asociacién ha sido descrita en varios tumores,
incluyendo cancer de mama, de colon y de pulmdn entre otros (Castello, et al., 2002; Gouyer,
et al., 2005; Kuvaja, et al., 2008; Lipton, et al., 2007; Lipton, et al., 2008; McCarthy, et al., 1999;
Nakopoulou, et al., 2002a; Ree, et al., 1997; Schrohl, et al., 2003; Schrohl, et al., 2004; Wurtz,
et al.,, 2008b). Se ha observado también que el TIMP1 reduce la sensibilidad de las células
tumorales al tratamiento con quimioterapia in vitro (Wurtz, et al., 2008b).

Todos estos datos apoyan el uso potencial de TIMP1 como un biomarcador predictivo para la

respuesta terapéutica en pacientes y la supervivencia al cdncer (Wurtz, et al., 2008b).
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Objetivos
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1.- Analizar la expresién de factores relacionados con la interrelacién tumor/estroma e
implicados en la promocién del crecimiento tumoral en los fibroblastos normales préximos al

tumor (NAFs) y los fibroblastos asociados a tumor (CAFs).

2.- Determinar el perfil molecular de los NAFs y los CAFs segun las caracteristicas clinicas

clasicas.

3.- Analizar el perfil molecular de los NAFs y los CAFs segun el prondstico por la clasificacion

por la expresion de MMP11 en las células mononucleares inflamatorias (CMls).

4.-Estudiar la influencia de las lineas celulares de cancer de mama de distintos grados de

agresividad sobre el perfil molecular de los CAFs.

5.-Estudiar la influencia de los CAFs sobre el perfil molecular de las lineas celulares de cancer

de mama de distintos grados de agresividad.

6.-Evaluar la influencia de los CAFs sobre la capacidad invasiva de las lineas celulares de cancer

de mama.
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Material y métodos
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L. Seleccién de pacientes

Se seleccionaron muestras tumorales de 20 mujeres diagnosticadas con cancer ductal invasivo
de mama de acuerdo a los criterios de inclusidon y exclusion descritos seguidamente. De 10 de
las 20 pacientes incluidas en el estudio se obtuvieron también muestras de tejido mamario no
tumoral localizados al menos a 2 cm del tumor.

Criterios de inclusién: en el presente estudio se han incluido pacientes con diagndstico
histolégico probado de cancer ductal infiltrante de mama mediante estudio de biopsia con
aguja gruesa. En este grupo de pacientes establecimos, ademas, los siguientes criterios de
inclusidn: a) firma del consentimiento informado especifico para participar en el estudio por
parte de la paciente o de su representante legal; b) tumores de tamafio T1 (<2 cm) o T2 (2-5
cm); c) disponibilidad de suficiente muestra tisular del cancer de mama, después de reservar
aquella necesaria para los estudios anatomo-patoldgicos de rutina.

Criterios de exclusidn: se han excluido de este estudio las pacientes que han cumplido alguno
de los siguientes puntos: a) historia anterior de neoplasias, a excepcién de: cancer de piel no-

|ll

melanoma, carcinoma de cérvix uterino “in situ”, carcinoma ductal “in situ” o lobulillar “in
situ” de mama; y b) pacientes que hayan recibido algun tipo de tratamiento antineopldsico
previo a la cirugia.

Este estudio fue aprobado por la Comisidn de Investigacion de la Fundacidn Hospital de Jove y

por el Comité Etico de ensayos clinicos del Principado de Asturias.

I1. Clasificacion de los tumores

Los casos fueron clasificados en dos grupos, en cuanto a su agresividad bioldgica basada en la
clasificacidon taxondmica estandar (grado de diferenciacidon histolégico SBR y HER2) y también

en cuanto a la clasificacidn de nuestro Grupo de investigacion basada en un fenotipo
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altamente metastdsico caracterizado por la elevada expresion de MMP11 en las CMls
(Gonzalez L. O., et al., 2010a; Gonzalez L. O., et al., 2007; Vizoso, et al., 2007). Asi, en cuanto
a nuestra clasificacién, tanto los NAFs (fibroblastos normales préximos al tumor) como los
CAFs (fibroblastos asociados a tumor) fueron divididos segun procediesen de tumores con la

MMP11 positiva o negativa por las CMls.

III. Tincién inmunohistoquimica

Para realizar la clasificacion de los tumores en base a la expresion de MMP11 en las CMls se
realizaron tinciones inmunohistoquimicas de las muestras tumorales a estudio. Asi mismo, la
confirmacién de la expresion proteica de los factores mds significativamente diferenciales
entre los CAFs y entre los NAFs divididos segun la expresion de MMP11 en CMls, se realizé
también por este tipo de tincién.

Las muestras de tejidos se fijaron en formol tamponado al 4% durante un minimo de 24h.
Posteriormente, se realizé un estudio macroscdpico, incluyendo en parafina las secciones
representativas para el diagndstico anatomo-patolégico. Para su inclusién en parafina se llevd
a cabo el siguiente proceso: Formol 15’- Alcohol 70% 30°- 70% 30’- 96% 30’- 96% 30’- 100%2C
30°-100% 30’- 100% 45’- Xilol 60’- Xilol 60’-Xilol 60’.

Tras la obtencidn de los bloques de tejido y con la ayuda de un microtomo (Leica Micosystems
GmbH, Wetzlar, Alemania), se cortaron las muestras a un grosor de 3 um que fueron colocadas
sobre laminillas. Sobre estas secciones se realizd el estudio inmunohistoquimico, utilizando
para ello anticuerpos especificos frente a las diferentes proteinas a estudio en cada caso:
MMP11, S100A4, HGF, FGF2, IL8, CXCL12, VEGFA y TIMP1 (Tabla 2).

Previo a la inmunotincion se realizd el desparafinado y desenmascaramiento antigénico. Para
el desparafinado las secciones fueron introducidas en Xilol durante un tiempo no inferior a 30

minutos, y posteriormente re-hidratadas en concentraciones decrecientes de alcohol etilico
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(100%, 96%, 80%, 70% y posteriormente en solucién acuosa) durante 3 min. cada uno, y por
ultimo en tampdn de lavado (Tris tampdn salino con Tween 20) durante 5 min. Algunas de las
muestras fueron sometidas a desenmascaramiento antigénico por calor utilizando, segin el
anticuerpo, tampén citrato a pH6 o el tampdn Tris-HCL (Trimetilaminometano con &acido
clorhidrico) a pH9.

Las laminillas con los cortes se introdujeron en los contenedores especiales del teiidor
automatico, donde se realizo la técnica inmunohistoquimica siguiendo estos pasos: a) lavado
en tampon ; b) bloqueo de la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno al 3% durante 5
min.; c) incubacidn con anticuerpo primario (segln el anticuerpo usado) (Tabla 2); d) 2 lavados
en tampon de lavado (Wash Buffer, Dako) para eliminar el exceso de anticuerpo; e) incubacion
de los cortes con un sistema de polimeros de dextrano durante 30 min. (EnVision™ Detection
Kit, Dako), el cual se basa en la utilizacién de un polimero de alto peso molecular, al que se
conjugan covalentemente un gran numero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo
secundario (inmunoglobulinas anti-raton/conejo); f) 2 lavados con tampdn de lavado; g)
visualizacidon del marcaje inmunohistoquimico con tetraclorhidrato de diaminobencidina
(Hamajima, et al.) (Dako) durante 5 min (repeticion de los pasos fy g).; h) contratincion con
hematoxilina de Harris durante 2 min. y finalmente, i) lavado con tampoén de lavado
deshidratacién con concentraciones crecientes de alcoholes y montaje con la ayuda de un
montador automatico para su posterior observacién al microscopio dptico Olympus BX51.

Con el objetivo de amplificar en mayor medida la sefial en algunas de las tinciones, fue
utilizado un protocolo similar al anterior, pero con la introduccién de un linker (EnVisionTM
Flex Mouse, DAKO) (Tabla 2), capaz de amplificar la unién del anticuerpo y la consiguiente
sefial. Asi, en la técnica inmunohistoquimica antes descrita, se incluye una incubacién con el
linker (durante 15 minutos) tras la del anticuerpo primario y se utiliza un sistema de
visualizacidon especifico (EnVisionTM FLEX/HRP, DAKO, durante 30 minutos) antes de la

incubacién con el cromégeno DAB.
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Se incluyeron controles negativos y positivos para asegurar la especificidad de la técnica.
Estas secciones fueron observadas por el patdlogo, que determind la positividad o no de las

CMls para cada factor a estudio.

Anticuerpo  Recuperaciéon = | Tiempo . Casa comercial
Dilucién del Ac Uso de Linker
primario antigénica incubacion (referencia)
Neomarker
MMP11 No Tto 1:400 60’ No (MS-1035)
Santa Cruz
S100A4 pH 6 1:200 30° No (sc-377059)
Santa Cruz
HGF pH9 1:100 60’ Si (sc-37442)
R&D Systems
FGF2 pH 6 1:40 60’ No (AF-ZOS-NA)
R&D Systems
IL8 No Tto 1:20 60’ No (AF-233-NA)
Santa Cruz
CXCL12 pH 9 1:20 60’ Si (SC-28876)
Neomarker
TIMP1 pH 6 1:100 60’ Si (MS-608)

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica.

IV. Cultivos celulares

IV.1 Lineas celulares
Se han utilizado dos lineas celulares de tumores mamarios humanos de diferente agresividad
procedentes de la ATCC (American Type Culture Collection): MCF7, de menor agresividad

(receptores hormonales positivos) y MDA-MB-231, de mayor agresividad (receptores

hormonales negativos).
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La linea celular MCF7 fue cultivada usando medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
F-12 (Lonza, ref. BE12-719F), mientras que la linea celular MDA-MB-231 fue cultivada con
medio DMEM alto en glucosa (Sigma, ref. D6429). Ambos medios de cultivo fueron
suplementados con 10% de suero fetal bovino (FBS) (PAA, ref. A15-151) y 1% penicilina-
estreptomicina (Gibco, ref. 15140). Se mantuvieron en incubadores con condiciones estandar

de 372C de temperatura en atmosfera himeda (95%) y un 5% CO,.

IV.2 Obtencion de cultivos primarios y cultivo de fibroblastos

Tras la obtencidn de las muestras procedentes de tejido mamario, éstas se almacenaban en
DMEM F-12 con 1% de penicilina/estreptomicina siendo procesadas en un maximo de 48 horas
después de su extraccién. Los CAFs fueron obtenidos a partir de las muestras tumorales,
mientras que los NAFs fueron obtenidos del tejido mamario no tumoral localizado al menos a 2
cm del tumor, a partir de las muestras de las mismas pacientes que en el caso de los CAFs.

Las muestras fueron disgregadas mecdnicamente hasta conseguir explantes de 1mm de
didmetro aproximadamente, y posteriormente colocadas en placas de cultivo celular de seis
pocillos (Costar, ref. 3516), donde previamente se habia puesto un medio de cultivo DMEM F-
12 con 10% FBS y 1% penicilina-estreptomicina.

Posteriormente, se llevo a cabo la disgregacidon enzimdtica mediante la adiciéon de Colagenasa
A (Roche, ref. 10103586001) a una concentracidn final de 1 mg/ml en cada uno de los pocillos.
La incubacidn fue realizada durante 48 horas a 372C en el incubador.

Tras la digestion, las muestras fueron centrifugadas a 1400 rpm durante 5 min v,
posteriormente, sembradas en la misma placa donde se realizd la disgregacién. El medio de
cultivo utilizado para su propagacion fue DMEM F-12 suplementado con 10% de FBS, 1%

penicilina-estreptomicina, insulina (Gibco, ref. 12585-014) a una concentracién final de 5
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ug/ml, hidrocortisona (Sigma, ref. H2270) a una concentracion final de 1 pg/ml y EGF
(Invitrogen, ref. PHG0311) a una concentracion final de 5 ng/ml.

Los primeros dias tras la disgregacion de la muestra, se observaba en el cultivo una mezcla de
células con morfologia epitelial mas redondeadas, junto con otras de morfologia fibroblastoide
mas alargadas. A medida que se continuaba con el cultivo de las muestras, las células de tipo
epitelial iban desapareciendo y siendo sustituidas por las mas alargadas y con aspecto de

fibroblastos, lo que posteriormente seria confirmado por citometria de flujo.

Figura 14: Cultivo de fibroblastos de carcinoma mamario (40x)

V. Confirmacion de la pureza de los cultivos de

fibroblastos

La comprobacion de la pureza de los cultivos de fibroblastos (ausencia de células epiteliales) se
realizd mediante citometria de flujo, utilizando el anticuerpo primario CD90 clon AS02
(Dianova, ref CP28-200UG), el cual es especifico de fibroblastos (Kisselbach, et al., 2009;

Saalbach, et al., 1996). Previo a su utilizacidn en los cultivos de carcinoma mamario a estudio,
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se confirmé la especificidad de este anticuerpo mediante la tincién inmunohistoquimica de los

cultivos de fibroblastos con desmina, vimentina y a-actina (Tabla 3), siendo éstos positivos

para los dos ultimos factores (Figura 15). Asi mismo, la tincion positiva de a-actina en un alto

porcentaje de los fibroblastos implica que muchos de los mismos habrian adquirido un

fenotipo de miofibroblastos (fibroblastos activos). Estos representan una subpoblacién de

fibroblastos con un fenotipo similar al de las células del musculo liso, debido a que expresan a-

actina del musculo liso en su citoesqueleto y desempefian una participacion muy importante

durante la embriogénesis, organogénesis, inflamacién, reparacion y cicatrizacién. Ademas,

este tipo celular resulta fundamental en los diferentes procesos de regeneracidn y reparacion

(fibrosis) que ocurren en los distintos érganos (Cassiman, et al., 2002; Desmouliere, 1995;

Kalluri, et al., 2003; Phan, 2002).

Anticuerpo Recuperacion oL Tiempo Casa comercial
Dilucién del Ac
primario antigénica incubacion (referencia)
Dako
Vimentina pH6 1:100 30° (M7020)
Dako
a-actina pH9 Listo para uso 30 (1S611)
Dako
Desmina pH6 Listo para uso 30° (1S606)

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica.
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Desmina Alfa-actina Vimentina

Figura 15. Ejemplos de tincién inmunohistoquimica de cultivos de fibroblastos de muestras de

mama (200X).

Tras la confirmacidon de la especificidad del anticuerpo CD90 AS02, se llevo a cabo la
confirmacién de la pureza de los cultivos de fibroblastos mediante citometria de flujo. Para
ello, las células fueron tripsinizadas, lavadas con PBS 1x (tampdén fosfato salino) y
posteriormente incubadas con el anticuerpo primario CD90 clon ASO2 a una dilucién de 1:50
(4 pg/ml) durante 45 minutos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS 1x y la
incubacién con el anticuerpo secundario (RnD, ref. 0103) durante 30 minutos. Las muestras
fueron analizadas en un citémetro de flujo “Analizador Celular Cytomics FC500” (Beckman
Coulter).

Los resultados de citometria muestran que en las poblaciones celulares a estudio, al menos el
80% de las células estaban marcadas, lo que implica que estas células expresan el antigeno
CD90, confirmando asi que son fibroblastos.

Estos datos, que coincidieron con los resultados de la tincién inmunohistoquimica utilizada
para la confirmacién de la pureza de los cultivos de fibroblastos, confirman que la obtencion
de los cultivos primarios de fibroblastos llevada a cabo mediante el cultivo de las muestras, fue

adecuado.
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Figura 16. Ejemplo del analisis por citometria de flujo de una poblacién de fibroblastos de
carcinoma de mama. En la parte superior de izquierda a derecha se muestra una seleccion de
la poblacidn celular segun el tamano (Sell, et al.) y la complejidad celular (SS) y el control
negativo de la muestra a estudio. En la parte inferior se muestra la superposicion del control

negativo y la muestra con expresién positiva para CD90 y un ejemplo de una muestra con

expresion positiva para CD90.

VI. Co-cultivos

Para la realizacién de los co-cultivos se utilizaron placas de cultivo de 24 pocillos (Thermo
Fisher Scientific, ref. 10380932) en los que se sembraron los distintos cultivos primarios de las
muestras de mama, e insertos de 0.24 um de didametro de poro (Nunc, ref. N68404018) en los
que se sembraron las lineas celulares comerciales de cancer de mama, MCF7 o MDA-MB-231.
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Se procedié al contaje celular de los fibroblastos, sembrando 2x10* células en los pocillos de la
placa. Posteriormente, se realiza el mismo contaje con ambas lineas celulares comerciales de
mama, sembrando 2x10* células en cada uno de los insertos. Cada linea celular es co-cultivada

por duplicado con cada una de las muestras.

LINEA CELULAR

FIBROBLASTOS

Figura 17. Modelo de co-cultivo in vitro.

El medio utilizado para los co-cultivos fue DMEM F-12 suplementado con 10% de FBS y 1%
penicilina-estreptomicina. Se cultivaron en los incubadores en condiciones estandar de 37°C en
atmdsfera humeda (95%) y un 5% CO, durante 72 horas; tras este tiempo, las muestras fueron

tripsinizadas para posteriormente realizar la extraccion de su ARN (4cido ribonucleico).

VII. Extracciéon del ARN

Tras eliminar el medio de la placa de cultivo, se procedié a la tripsinizacion de las células; tras
ser recogidas, las células fueron centrifugadas a 1400 rpm durante 5 min. Todo el proceso
posterior fue realizado con el “Rneasy Mini Kit” (Qiagen, ref. 50974104), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las muestras fueron resuspendidas en 350ul de tampdn RLT; a

partir de este momento se continua con el protocolo del producto: a) a las células sumergidas
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en el tampdn RLT se le afiadié etanol al 70% en un volumen 1:1; b) la mezcla se pasé a través
de una columna mediante centrifugacion a 8000g durante 15 seg; c) se afiadieron 700 pl de
tampon de lavado y se centrifugd 15 seg a 8000g; d) se afiadid 350 pl de tampdn de lavado y se
centrifugd durante 15 seg a 800g; e) se incubd con 10 pl Dnasa y 70ul tampdén RDD durante 30-
45 min a temperatura ambiente; f) se afiadié 350 ul de tampdn de lavado y se centrifugd
durante 15 seg a 8000g; g)se afiadid 500 pl de tampdn RPE y se centrifugd durante 15 seg a
8000g; g) el ARN se eluydé afiadiendo a la columna 20 pl de agua libre de ARNasa y
centrifugando durante 1 min a 8000g.

La concentracion y la calidad del ARN extraido, se comprobd mediante espectofotometriacon
un espectofotometro NanoDrop® (NanoDrop Technologies, Wilmington, US) (Figura 18). La
relacion de absorbancias 260/280 nm fue utilizada como indice de calidad.

Por ultimo, las muestras de ARN fueron almacenadas a -802C hasta su uso.
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Figura 18. Captura de imagen del espectofotometro NanoDrop® para analizar los la calidad del

ARN extraido.

81



VIII. Sintesis del cDNA

La transcripcidn reversa es una reaccién que consiste en la sintesis de ADN monocatenario o
complementario (ADNc) a partir de moléculas de ARN monocatenario catalizada por la enzima
transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizé el Kit comercial “Transcriptor First Strand ADNc
Sintesis Kit” (Roche, ref. 4896866001), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se preparé
la mezcla de 10 pl de ARN (20 ng/ul) con 1 pl de oligo dT (100mM) y 2 pl de hexameros
random (600 pmol/ ul). La reaccion se sometid a un ciclo de desnaturalizacién a 65° C durante
10 min. en un termociclador convencional. Una vez terminada la incubacidn se coloco
inmediatamente en hielo para evitar su renaturalizacién.

Posteriormente se agregaron 4 pL del tampdn de reaccion (5X), 0,5 pL de inhibidor de
nucleasas de ARN (40 U/ul), 2 pl de la mezcla de desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs) (10mM)
y 0,5 uL de enzima transcriptasa reversa (20 U/pl).

La mezcla se incubd bajo las siguientes condiciones: 10 min. a 252C, 120 min. a 372C, 5 min. a

852C y finalmente a 42C hasta su uso.

IX. PCR atiempo real

Para la realizacion de las PCRs a tiempo real se utilizaron placas customizadas (Roche, ref.
5532914001). Los genes utilizados en el disefio de la placa aparecen especificados en la Tabla
4, siendo los genes de referencia B-actina, GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y

SDHA (Succinato deshidrogenasa subunidad A).
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Gen Referencia
S100A4 110779
TGFB 101210
HGF 108357
bFGF 118274
FGF7 113109
PDGFA 110648
PDGFB 110713
uPA 109571
IL6 113614
IL8 103136
CXCL12 110618
ccL2 141156
NFkB 100646
MMP2 103899
MMP9 139820
MMP11 103163
TIMP1 103847
VEGFA 140392
IGF2 113548
GAPDH 101128
B-ACTINA 101125
SDHA 102136

Tabla 4. Referencias de los genes utilizados para el estudio.




Se utilizé un termociclador LigthCycler 480 (Roche). Cada una de las reacciones fue preparada
con la mezcla de 10 pul de ADNc y 10 ul de LightCycler® 480 Probes Master (Roche,
4887301001). Posteriormente, el termociclador fue programado de acuerdo a las siguientes

condiciones:

1. Preincubaciéon: 10 min a 95°C

2. 45 ciclos de amplificacién, cada uno consistente en:
a. Desnaturalizacién: 10 seg a 95°C
b. Anillamiento: 30 seg a 60°C

c. Extension: 1sega72°C

3. Enfriamiento: 30 seg a 40°C
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Figura 19. Captura de imagen del termociclador LigthCycler 480 (Roche) para analizar los

resultados obtenidos por PCR semicuantitativa.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la expresion génica, se selecciond el método de
cuantificacion relativa avanzada, en el cual el punto de corte o crossing point (Cp), que

corresponde a la fraccién de nimero de ciclo en el que la fluorescencia generada sobrepasa la
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linea umbral, se calcula automaticamente mediante el software LightCycler como el primer
maximo de la segunda derivada de la curva. Para ello se utilizé la combinacion de los genes de
referencia SDHA y B-actina, ya que de acuerdo con el estudio realizado por Gur-Dedeoglu B. y
col. (2009) (Gur-Dedeoglu, et al., 2009), el uso combinado de estos genes como factores de
normalizacién minimiza la variabilidad de la muestra y aumenta la precisién y la resolucion de

la normalizacién de la expresidn génica en estudios de cdncer de mama.

X.  Ensayos de invasion

La determinacion de la invasion celular se llevé a cabo mediante el analisis del numero de
células que fueron capaces de atravesar una fina capa de Matrigel. Para los ensayos de
invasion se utilizaron cdmaras de invasién BD Biocoat Matrigel™ (Cultek, ref. 45354480). Las
lineas celulares utilizadas para estos ensayos fueron MCF7 y MDA-MB-231.

Para ello se sembraron 2x10* células de los cultivos de fibroblastos en medio DMEM F-12
suplementado con 3% de FBS a 372C en placas de 24 pocillos durante 48 horas. Este medio fue
recogido y separado segun los cultivos de fibroblastos pertenecieran al grupo de tumores con
la MMP11 negativa o positiva en las CMls, utilizdndose como quimioatrayente en los ensayos
de invasién, por lo que este medio se puso en la parte inferior de las camaras de invasion. Se
utilizd, ademas, un control para cada una de las lineas, en los cuales el medio utilizado como
quimioatrayente no habia estado en contacto previo con ninguno de los cultivos. En la parte
superior de las cdamaras de invasion se sembraron 2x10* células, las cuales fueron incubadas
durante 48 horas en medio DMEM F-12 suplementado con 1% de FBS a 372C. Cada uno de los
ensayos fue realizado por duplicado.

Tras la incubacidén, las células que no habian invadido la membrana se retiraron con un
bastoncillo de algodon, y los filtros fueron fijados con 10% Acético / 10% Metanol durante 15

min. a temperatura ambiente y teflidos con una solucidn de 1% cristal violeta (Thermo Fisher
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Scientific, ref. 10626621)/ 20% etanol durante 15 min. Finalmente, se conté el nimero de
células que habia invadido la membrana en un microscopio invertido a 40x aumentos, en 10

areas diferentes seleccionadas al azar para cada uno de los ensayos.

Matriz BD

Matrigel™ Cdmara de invasion

Células

Membrana de 8 um de poro

Medio condicionado

Figura 20. Modelo de ensayo de invasidn con BD Biocoat Matrigel™.

XI. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados de PCR y de los ensayos de invasién, el primer paso fue
comprobar si los datos seguian una distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. En los casos de comparacién de dos muestras poblacionales independientes, tanto
para los resultados de PCR como los ensayos de invasion se aplicd la prueba t-Student si dichas
poblaciones seguian una distribucién normal, confirmando ademds la homogeneidad de la
distribucidn de varianzas mediante la prueba de Levene. Si la distribucion resultaba ser no
normal, se llevaron a cabo pruebas no paramétricas. La prueba U de Mann-Withney permitié

afirmar si las diferencias de las medianas eran significativas o no en dichos casos.
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Para los casos de comparacidon de mas de dos muestras poblacionales, se realizd el test de
Anova en aquellos casos en los que las poblaciones seguian una distribucidon normal, y Kruskal-
Wallis en los casos en que la distribucién no cumplia esa condicién.

Se utilizé el programa SPSS 19.0 para realizar los calculos estadisticos. Las diferencias entre

grupos se consideraron significativas cuando el valor de p era igual o inferior a 0,05.
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Resultados
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L. Clasificacion de las muestras segtin la expresion de

MMP11 en las CMIs

En este estudio se incluyeron 20 pacientes con cdncer de mama que fueron clasificados en
grupos de mejor o peor prondstico segun la expresion de la MMP11 en las CMIs. Para ello se
realizaron tinciones inmunohistoquimicas de las muestras a estudio, confirmando que 8 de
las muestras mostraban tincidon positiva para MMP11 en las CMls (grupo de mal prondstico)

y las 12 restantes eran negativas (grupo de buen prondstico).

Figura 21. Ejemplos de tincién inmunohistoquimica de la proteina MMP11 en muestras de
carcinoma mamario (200X). (A) Tincidon negativa para MMP11; (B) Tincidn positiva para
MMP11, donde se pueden observar monocitos (flecha roja) y células tumorales (flecha

negra) con tincién positiva para esta MMP.
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II. Evaluacion de las diferencias de expresion de los

factores a estudio en toda la poblacion

.1  Evaluacidon del perfil molecular de los NAFs y los CAFs

asociados.

Inicialmente, se analizaron las diferencias de expresién entre los NAFs y los CAFs procedentes
de las muestras de carcinoma mamario mediante PCR a tiempo real. Como muestra la Figura
22, se encontraron diferencias significativas entre los perfiles moleculares de ambas
poblaciones de fibroblastos. Los NAFs muestran una expresion significativamente mayor de
S100A4, TGFB, PDGFB, FGF2 y TIMP1, comparado con los CAFs. Sin embargo, los CAFs
muestran una expresion significativamente mayor de FGF7, IL6, CCL2, MMP2, MMP9 vy

MMP11, en comparacién con los NAFs.
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Figura 22. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio entre los NAFs y los CAFs asociados. Los valores se normalizaron segun el
valor de cada factor en los NAFs. Las barras de error muestran el error estandar para cada

factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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II.2 Evaluacion del perfil molecular de los CAFs co-

cultivados con lineas celulares de cancer de mama.

Una vez estudiado el perfil molecular de los CAFs, se analizd la influencia en sus niveles de
expresion del co-cultivo con las distintas lineas celulares de cancer de mama de distinta
agresividad mediante PCR a tiempo real. Los resultados muestran que los CAFs co-cultivados
con la linea tumoral MCF7 (Figura 23), la cual posee un bajo potencial metastasico, presentan
una mayor expresion de TGFB, HGF, IL8, MMP2 y VEGFA, mientras que los niveles de CCL2,
NFKB y MMP11, se redujeron en comparacion a los niveles basales de los CAFs.

En el caso de los CAFs co-cultivados con la linea tumoral de alto poder metastdsico MDA-MB-
231, (Figura 24) muestran una mayor expresion de S100A4, TGFB, HGF, IL6, IL8, MMP2 y
VEGFA, mientras que la expresion de PDGFA, CCL2 y NFKB fue menor en comparacion con la

expresion basal de los CAFs.

M CAFs M CAFs cocultivados con MCF7

*k

=
o
)

w
«

w
o

o
wu

*%
*%k

Expresion (uds. arbitrarias)
= ro
w o

k% k% k%
10
5
0
nw 4 I =@®™m™ @™ © W c = == 6O oo 2z 4 < 7
£ 8 3 ¢ 8§ 2 8 ¢ & B 5 8 5 £ £ E :z 3§ §
gm'"N-J-n-n ):"-‘EH-|:|-\:|'1:|'U'v'|N
'y > @ o NGO R B D
=

Figura 23. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores entre los CAFs y los CAFs co-cultivados con la linea tumoral MCF7. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las barras de error

muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 24. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores entre los CAFs y los CAFs co-cultivados con la linea tumoral MDA-MB-231. Los valores
se normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las barras de error

muestran el error estdndar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

1.3  Evaluacion del perfil molecular de las lineas celulares de
cancer de mama (MCF7 y MDA-MB-231 y) co-cultivadas con los
CAFs.

Asi mismo, se evalud la influencia que tiene en los niveles de expresidn de las lineas celulares
de cancer de mama, el co-cultivo con los CAFs. Los resultados obtenidos tras el analisis de PCR
a tiempo real mostraron que en la linea celular MCF7 co-cultivada con los CAFs (Figura 25) se
producia un incremento significativo de varios de los factores estromales estudiados (S100A4,
TGFB, FGF2, FGF7, PDGFB, uPA, IL6, IL8, MMP2, MMP11, TIMP1, VEGFA e IGF2), respecto a sus

niveles basales, asi como una disminucion de la expresion de PDGFA y CXCL12.
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Figura 25. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio en la linea tumoral MCF7 sola o co-cultivada con los CAFs. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en la linea MCF7 sin co-cultivar. Las barras de error

muestran el error estdndar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

En el caso de la linea celular MDA-MB-231, se observo (Figura 26) un incremento significativo
de S100A4, TGFB, FGF7, PDGFA, PDGFB, uPA, IL6, IL8, MMP2, MMP9, MMP11, TIMP1 y VEGFA,
respecto a sus niveles basales, en cambio, no se observd la disminucién en la expresion de

ninguno de los factores a estudio.
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Figura 26. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio en la linea tumoral MDA-MB-231 sola o co-cultivada con los CAFs. Los
valores se normalizaron segun el valor de cada factor en la linea MDA-MB-231 sin co-cultivar.

Las barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

III. Evaluacion de las diferencias de expresion de los
factores a estudio en el perfil molecular de los CAFs,

segun la clasificacion de los tumores.

Se analizd la posible existencia de variabilidad en los resultados al agrupar a los tumores segun
las caracteristicas intrinsecas del tumor o las caracteristicas del estroma. Para ello, se realizé el
anadlisis de los niveles de expresidn de los CAFs agrupando los casos segun el grado de
diferenciacidon histoldgico SBR, segln la afectacidn del ganglio centinela, o segun la expresion
de HER2. En cuanto la reclasificacién segln la expresién de HER2, el andlisis no se pudo realizar
debido a que el nimero de casos positivos era muy bajo (n=2) para poder considerarlo como

una representacion significativa de la poblacidn a estudio.
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lll.1 Reclasificacion de los tumores segun el grado de

diferenciacion histologico SBR

Como se muestra en la Figura 27 los NAFs de tumores que poseen un grado de diferenciacion
histolégico SBR I-Il tienen niveles significativamente mas elevados de PDGFB, uPA, MMP9 e

IGF2, en comparacién con los tumores con grado SBR Il
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Figura 27. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio entre los NAFs de tumores con grado histolégico SBRI o SBRII, respecto a los
NAFs de tumores con grado histoldgico SBRIII. Los valores se normalizaron segun el valor de
cada factor en los NAFs de tumores con SBRI o SBRII. Las barras de error muestran el error

estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

En el caso de los CAFs, se observd (Figura 28) una mayor expresion significativa de IL6,
MMP11 e IGF2, en los CAFs de tumores que poseen un grado de diferenciacion histolégico SBR

I-1l, respecto a los CAFs con SBRIIl.
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Figura 28. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio entre los CAFs de tumores con grado histoldgico SBRI o SBRII, respecto a los
CAFs de tumores con grado histolégico SBRIIIl. Los valores se normalizaron segun el valor de
cada factor en los CAFs de tumores con SBRI o SBRII. Las barras de error muestran el error

estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

.2 Reclasificacion de los tumores segun la afectacion del

ganglio centinela.

En el caso de los NAFs agrupados segln la afectacién del ganglio centinela, se observd (Figura
29) que los NAFs procedentes de tumores con el ganglio centinela negativo poseen niveles de
expresion mas elevados de IL8, respecto a los NAFs procedentes de tumores con el ganglio

centinela positivo.
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Figura 29. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio entre los NAFs de tumores con el ganglio centinela negativo, respecto a los
NAFs de tumores con el ganglio centinela positivo. Los valores se normalizaron segun el valor
de cada factor en los NAFs de tumores con el ganglio centinela negativo. Las barras de error

muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

Como muestra la Figura 30, los CAFs procedentes de tumores con el ganglio centinela negativo
poseen expresiones mas elevadas de MMP9 e IGF2, comparados con los CAFs asociados a
tumores con el ganglio centinela positivo, mientras que la expresion de PDGFB, MMP2 vy

TIMP1, fue significativamente mayor en este ultimo grupo de CAFs.
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Figura 30. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio entre los CAFs de tumores con el ganglio centinela negativo, respecto a los
CAFs de tumores con el ganglio centinela positivo. Los valores se normalizaron segun el valor
de cada factor en los CAFs de tumores con el ganglio centinela negativo. Las barras de error

muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

IV. Evaluacion de las diferencias de expresion de los
factores a estudio segiin la expresion de MMP11 en las

CMIs intratumorales

En este estudio se analizé la posible influencia de la reclasificaciéon de los tumores segun la
expresion de la MMP11 por las CMIs intratumorales. Se analizaron las diferencias en los
niveles de expresidn de los distintos factores segun los distintos grupos de NAFs y los CAFs,
ademas de las diferencias en los niveles de expresidn de las lineas tumorales MDA-MB-231 y

MCF7 tras ser co-cultivadas con los distintos grupos de CAFs.
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IV.1 Diferencias en el perfil molecular de los NAFs.

La reclasificacion de los NAFs segun la expresién de MMP11 en las CMls (Figura 31), mostrd
que los NAFs procedentes de tumores positivos para MMP11 en las CMlIs poseen niveles de
expresion mas elevados de IL8 y FGF2, comparados con los NAFs asociados a tumores
negativos para MMP11l en las CMls, mientras que la expresién de PDGFA fue

significativamente mayor en este Ultimo grupo de NAFs.
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Figura 31. Anadlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los factores a estudio en los
NAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls, comparado con los niveles de
expresion de los NAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los NAFs de tumores MMP11(-) para las CMls.

Las barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

IV.2 Diferencias en el perfil molecular de lor CAFs.

La reclasificacion de los CAFs segun la expresion de MMP11 en las CMlIs (Figura 32), mostré
qgue los CAFs procedentes de tumores positivos para MMP11 en las CMlIs poseen niveles de
expresion mas elevados de CXCL12, S100A4, HGF, VEGFA y TIMP1, comparados con los CAFs
asociados a tumores negativos para MMP11 en las CMls, mientras que la expresién de PDGFB
y CCL2 fue significativamente mayor en este ultimo grupo de CAFs.
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Figura 32. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los factores a estudio en los
CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMlIs, comparado con los niveles de
expresion de los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs de tumores MMP11(-) para las CMls.

Las barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

IV.3 Diferencias en el perfil molecular comparativo entre los
NAFs y los CAFs asociados.

A continuacion, se analizo la influencia de la reclasificacion de los tumores en las diferencias
entre los NAFs y los CAFs. En el caso de los tumores negativos para MMP11 en las CMls, los
resultados obtenidos tras el analisis de la PCR a tiempo real mostré que, tal como se indica en
la Figura 33, los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls tienen niveles de
expresion mas elevados de FGF7, IL6 e IL8, CCL2, MMP2, MMP9 y MMP11, pero menores
niveles de expresiéon de TGFB y FGF2 , en comparacion con los NAFs asociados a tumores

MMP11(-) en las CMls.
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En el caso de los tumores positivos para MMP11 en las CMls (Figura 34), los resultados indican

que los CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) para las CMIs poseen mayores niveles de

expresiéon de FGF7, IL6, CXCL12, CCL2, MMP2 y MMP11, pero menores niveles de expresiéon de

S100A4, TGFB, PDGFB y TIMP1, en comparacion con los NAFs asociados a tumores MMP11(+)

en los CMlIs.
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Figura 33. Analisis de los resultados de PCR a tiempo real de los factores a estudio, entre los

NAFs y los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls. Los valores se normalizaron

segun el valor de cada factor en los NAFs. Las barras de error muestran el error estandar para

cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 34. Anlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los factores a estudio, entre los
NAFs y los CAFs asociados procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los NAFs. Las barras de error muestran el error

estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

IV.4 Diferencias en el perfil molecular de los CAFs co-
cultivados con lineas celulares de cancer de mama.

Se analizaron las diferencias existentes entre el perfil molecular de los CAFs y los CAFs co-
cultivados con la linea celular MCF7, segun la expresion de la MMP11 por las CMls
intratumorales. Los resultados muestran que los CAFs procedentes de tumores con MMP11(-)
en las CMIs y co-cultivados con MCF7 presentan una mayor expresion de TGFB y VEGFA,
mientras que los niveles de CCL2 y NFKB se redujeron en comparacién a los niveles basales de
expresion de los CAFs MMP11(-) solos (Figura 35).

Con respecto a los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMIs co-cultivados con

MCF7 (Figura 36), éstos muestran una expresiéon mas elevada de TGFB, PDGFB y VEGFA, y una
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menor expresién de CCL2, NFKB y MMP11, en comparacidn con los niveles basales de esta
misma poblacidon de CAFs no co-cultivados.

En el caso de los CAFs procedentes de tumores la MMP11(-) para las CMIs co-cultivados con la
linea tumoral de alto poder metastasico MDA-MB-231, la Figura 37 muestra que éstos
presentan una mayor expresiéon de IL8 y VEGFA en comparacién con los niveles basales de los
CAFs de tumores MMP11(-) para las CMls solos.

Asi mismo, como muestra la Figura 38, la comparacién de la expresidn de los CAFs procedentes
de tumores MMP11(+) para las CMIs co-cultivadas con MDA-MB-231 respecto a la expresion
basal de estos CAFs solos, se observd un aumento de expresion de TGFB y VEGFA, y una menor

expresion de NFKB tras realizar los co-cultivos.
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Figura 35. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresidn basal
de los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls,
comparado con los niveles de expresion tras ser co-cultivados con la linea tumoral MCF7. Los
valores se normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las barras de

error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura36. Anilisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresidn basal de
los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls,
comparado con los niveles de expresidn tras ser co-cultivados con la linea tumoral MCF7. Los
valores se normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las barras de

error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura37. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresidn basal de
los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls,

comparado con los niveles de expresidn tras ser co-cultivados con la linea tumoral MDA-MB-
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231. Los valores se normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las

barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 38. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién basal
de los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls,
comparado con los niveles de expresidn tras ser co-cultivados con la linea tumoral MDA-MB-
231. Los valores se normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs sin co-cultivar. Las

barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

Posteriormente, se analizaron las diferencias en los niveles de expresién de los factores entre
los CAFs de las distintas poblaciones de tumores, después de ser co-cultivados con la linea
tumoral MCF7. Los resultados indican (Figura 39) que los CAFs procedentes de tumores
MMP11(-) para las CMls, expresan niveles mas altos de PDGFB, CCL2, MMP9, MMP11, IGF2 e
IL6, pero tienen niveles mas bajos de expresién de S100A4 y CXCL12, en comparacion con los
CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls.

Sin embargo, en el caso de los co-cultivos de los CAFs con la linea tumoral MDA-MB-231
(Figura 40), los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMIs mostraron niveles mas
bajos de HGF, FGF2, PDGFB, CXCL12 y de uPA, pero tuvieron niveles de expresion mas altos de

IGF2 y MMP9, en comparacion con los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls.
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Figura 39. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién basal
de los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls,
comparado con los niveles de expresidén de los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para
las CMlIs, tras ser ambos tipos co-cultivados con la linea tumoral MCF7. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs procedentes de tumores MMP11(-)
para las CMlIs co-cultivados con MCF7. Las barras de error muestran el error estandar para

cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 40. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién basal
de los factores a estudio en los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls,

comparado con los niveles de expresion de los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para

106



las CMls, tras ser ambos tipos co-cultivados con la linea tumoral MDA-MB-231. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs procedentes de tumores MMP11(-)
para las CMls co-cultivados con MDA-MB-231. Las barras de error muestran el error estandar

para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

Finalmente, se analizaron las diferencias en la expresion de los factores a estudio en las
distintas poblaciones de CAFs segln la linea celular tumoral con la que fueran co-cultivadas.
Se observé que los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMIs experimentaban un
aumento en la expresion del TIMP1 tras ser co-cultivados con la linea tumoral de menor
agresividad MCF7 respecto al co-cultivo de éstos con la linea de mayor agresividad MDA-MB-
231; en cambio, cuando éstos eran co-cultivados con la linea celular MDA-MB-231, se producia
un aumento en la expresion de la IL8 y CXL12 respecto a los CAFs co-cultivados con la linea
MCF7 (Figura 41).

En cuanto a los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMIs (Figura 42), éstos
experimentaron un aumento en la expresién de CXCL12 tras ser co-cultivados con la linea
tumoral MCF7 respecto a los co-cultivados con la linea MDA-MB-231. Sin embargo, esta
poblacién de CAFs experimentaba una mayor expresién de FGF2, PDGFB, NFkB y MMP9

cuando era co-cultivada con la linea tumoral de mayor agresividad MDA-MB-231.
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Figura 41. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién basal
de los factores a estudio de los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls co-
cultivados con la linea tumoral MCF7, o con la linea tumoral MDA-MB-231. Los valores se
normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs procedentes de tumores MMP11(-)
para las CMlIs co-cultivados con MCF7. Las barras de error muestran el error estandar para

cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 42. Andlisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién basal
de los factores a estudio de los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls co-
cultivados con la linea tumoral MCF7, o con la linea tumoral MDA-MB-231. Los valores se

normalizaron segun el valor de cada factor en los CAFs procedentes de tumores MMP11(+)
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para las CMlIs co-cultivados con MCF7. Las barras de error muestran el error estandar para

cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

IV.5 Diferencias en el perfil molecular de las lineas celulares
de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF7) co-cultivadas con
los CAFs.

Las lineas celulares tumorales de cdncer de mama con diferente potencial metastasico MCF7 y
MDA-MB-231, fueron co-cultivadas con los CAFs, y los resultados de PCR en tiempo real fueron
analizados segun la expresién de MMP11 en las CMls en los tumores de los que provenian los
CAFs. El andlisis mostré que en la linea celular MCF7 (Figura 43) habia un aumento significativo
de S100A4, TGFB, FGF2, FGF7, PDGFB, uPA, IL6, IL8, CCL2, NFkB, MMP2, MMP11, TIMP1,
VEGFA e IGF2, tras ser co-cultivada con cualquiera de los dos tipos de CAFs (tanto los
MMP11(+) como los MMP11(-) para las CMIs). En cambio, esta linea celular MCF7 mostré una
disminucién en la expresion de PDGFA y CXCL12 tras realizarse los co-cultivos con ambos tipos
de CAFs.

Por otro lado, la figura 44 muestra el andlisis por PCR a tiempo real de las diferencias
significativas de expresién de la linea MCF7 co-cultivada con los CAFs provenientes de tumores
MMP11(-) en las CMls, respecto de la linea MCF7 co-cultivada con los CAFs provenientes de
tumores MMP11(+) en las CMIs. Como se puede observar, la linea MCF7 mostré una mayor
expresion de S100A4, FGF7, uPA, CXCL12, CCL2 Y NFkB, cuando fue co-cultivada con los CAFs
procedentes de tumores con MMP11(-) para las CMls, respecto a la linea co-cultivada con los
CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) para las CMls. Por el contrario, se detecté un
aumento de la expresion de TGF, PDGFA, PDGFB, IL6, IL8 y TIMP1, si la linea era co-cultivada

con estos Ultimos CAFs.
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Figura 43. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio en la linea tumoral MCF7, tras ser co-cultivada con los CAFs procedentes
tanto de tumores MMP11(-) para las CMIs, como con los CAFs procedentes de tumores
MMP11(+) para las CMls, comparado con los niveles basales de expresién de esta linea. Los
valores se normalizaron segun el valor de cada factor en la linea MCF7 sin co-cultivar. Las

barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).
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Figura 44. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresion de los
factores a estudio en la linea tumoral MCF7 co-cultivada con los CAFs procedentes de tumores

MMP11(-) para las CMls, respecto a los niveles de expresion de esta linea co-cultivada con los
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CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls. Los valores se normalizaron segun el
valor de cada factor en la linea MCF7 co-cultivada con los CAFs procedentes de tumores
MMP11(-) para las CMls. Las barras de error muestran el error estandar para cada factor

(*p<0.05y **p<0.001).

Estos mismos andlisis se realizaron en la linea celular MDA-MB-231 con alto potencial
metastasico, y los resultados indicaron (Figura 45) que tras ser co-cultivada con los dos tipos
de CAFs, existia un aumento significativo de los factores S100A4, TGFB, FGF7, PDGFA, PDGFB,
uPA, IL6, IL8, MMP2, MMP9, MMP11, TIMP1 y VEGFA respecto a los niveles basales de la linea
MDA-MB-231. En cambio, existia una disminucidn en la expresién de FGF2 tras realizarse los

co-cultivos.

La figura 46 muestra el analisis por PCR a tiempo real de las diferencias de expresién de la linea
MDA-MB-231 co-cultivada con los CAFs provenientes de tumores MMP11(-) en las CMls,
respecto de la linea MDA-MB-231 co-cultivada con los CAFs provenientes de tumores
MMP11(+) en las CMIs. Los analisis indicaron que existe una mayor expresion de TGFB, FGF7,
PDGFB, MMP2 y MMP11 en la linea MDA-MB-231 co-cultivada con los CAFs procedentes de
tumores MMP11(-) para las CMls, respecto a la linea co-cultivada con los CAFs procedentes de
tumores MMP11(+) para las CMls. Por el contrario, se observé un aumento de la expresion de

FGF2, uPA, IL8 y TIMP1, si la linea era co-cultivada con estos ultimos tipos de CAFs.
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Figura 45. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresién de los
factores a estudio en la linea tumoral MDA-MB-231, tras ser co-cultivada con los CAFs
procedentes tanto de tumores MMP11(-) para las CMls, como con los CAFs procedentes de
tumores MMP11(+) para las CMIs, comparado con los niveles basales de expresién de esta
linea. Los valores se normalizaron segun el valor de cada factor en la linea MDA-MB-231 sin co-

cultivar. Las barras de error muestran el error estandar para cada factor (*p<0.05 vy

**p<0.001).
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Figura 46. Analisis de los resultados de la PCR a tiempo real de los niveles de expresion de los

factores a estudio en la linea tumoral MDA-MB-231, tras ser co-cultivada con los CAFs
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procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls, respecto a los niveles de expresion de esta
linea co-cultivada con los CAFs procedentes de tumores MMP11(+) para las CMls. Los valores
se normalizaron segun el valor de cada factor en la linea MDA-MB-231 co-cultivada con los
CAFs procedentes de tumores MMP11(-) para las CMls. Las barras de error muestran el error

estandar para cada factor (*p<0.05 y **p<0.001).

V.  Analisis de la expresién proteica de los factores mas
diferencialmente expresados entre las poblaciones de

tumores

Para confirmar las diferencias encontradas en los analisis de PCR en tiempo real, se realizaron
tinciones inmunohistoquimicas para detectar la expresidon proteica de estos factores en las
muestras de carcinoma mamario. De los factores a estudio analizados, se seleccionaron
aquellos cuya expresién diferencial entre ambas poblaciones de tumores mediante PCR a
tiempo real fuese significativa y al menos 1,5 veces mas elevada en los tumores MMP11(+)
para las CMlIs comparado con los tumores MMP11(-) para las CMls.

En el caso de los CAFs (Figura 47), se seleccionaron los factores que tuvieron niveles de
expresion significativamente mas elevados en los CAFs asociados a tumores MMP11(+) para
las CMls, comparados con los CAFs asociados a tumores MMP11(-) para las CMls , y que fueron
S100A4, HGF, CXCL12 y TIMP1. En la Figura 48 se muestran ejemplos de tincion positiva para
estos factores en los fibroblastos de las muestras de cancer de mama.

Para los NAFs, se seleccionaron los factores que tuvieron niveles de expresion
significativamente mas elevados en los NAFs asociados a tumores MMP11(+) para las CMls,
comparados con los NAFs asociados a tumores MMP11(-) para las CMIs (Figura 49). Los
factores seleccionados fueron FGF2 e IL8. En la figura 50 se muestran ejemplos de tincién
positiva para estos factores en los fibroblastos de las muestras de las pacientes con cancer de
mama.
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Figura 47. Seleccién de los factores significativos para el analisis inmunohistoquimico. La linea
roja indica el punto de corte por encima del cual se seleccionaron los factores validos para el

analisis de la expresion proteica.
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Figura 48. Ejemplos de tincion inmunohistoquimica para los factores diferencialmente

expresados en la poblacion de CAFs, analizados en las muestras de carcinoma mamario (200X).

(A) Tincién positiva para S100A4; (B) Tincién positiva para HGF; (C) Tincién positiva para

CXCL12; (D) Tincion positiva para TIMP1.
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Figura 49. Grafica de los factores para los NAFs

Figura 50. Ejemplos de tincidn inmunohistoquimica para los factores diferencialmente

expresados en la poblacion de NAFs, analizados en las muestras de carcinoma mamario (200X).

(A) Tincion positiva para FGF2; (B) Tincion positiva para IL8.
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VI. Analisis de la influencia de los cultivos de CAFs en
la capacidad invasiva de las lineas celulares de cancer de

mama

Para estudiar el papel de los CAFs, y su diferente comportamiento segun si pertenecen a un
grupo y otro de tumores, se examind la capacidad invasiva de las lineas tumorales MCF7 y
MDA-MB-231 mediante ensayos de invasion en Matrigel in vitro. Se utilizé como
qguimioatrayente el sobrenadante proveniente de cultivos de los CAFs asociados a tumores
MMP11(+) en las CMls, o proveniente de CAFs asociados a tumores MMP11(-) en las CMls.

En el caso de la linea tumoral MCF7 la capacidad invasiva fue inexistente, ain cuando fue
cultivada utilizando como quimioatrayente el sobrenadante de los CAFs (no se muestran los
resultados), lo que es consistente con otros estudios, ya que esta linea se suele utilizar como
control negativo en los ensayos de invasién debido a su bajo potencial metastdsico (Booden, et
al., 2004). En el caso de la linea tumoral MDA-MB-231 (Figura 51), se observé un aumento en
el nimero de células capaces de invadir la matriz en aquellos casos en los que la linea tenia
como quimioatrayente el sobrenadante de los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) en las
CMls, pero esta capacidad invasiva era alin mayor si el quimioatrayente pertenecia a los CAFs

procedentes de tumores MMP11(+) en las CMls.
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Figura 51. Analisis de la capacidad invasiva de las células tumorales MDA-MB-231. A) Contaje

del nimero de células que atraviesan el Matrigel tras 48 horas, tanto para la linea MDA-MB-
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231 sin quimioatrayentes, o utilizando como quimioatrayente el sobrenadante de los cultivos
de los CAFs procedentes de tumores MMP11(-) en las CMIs o el sobrenadante de los CAFs
procedentes de tumores MMP11(+) en las CMIs. Se contaron diez campos aleatorios (20x
aumento) por membrana, y en la grafica se muestra el valor de la media * el error estandar. Se
realizaron dos experimentos independientes en cada caso. B) Imagen (20x) que muestran las

células que han invadido la matriz tras 48 horas.

El posterior analisis estadistico de la capacidad invasiva de la linea tumoral MDA-MB-231 en
los tres casos estudiados, indicé que existen diferencias significativas en la capacidad invasiva
si esta linea tumoral tiene como quimioatrayente el sobrenadante de los CAFs procedentes de
tumores con MMP11(+) para las CMls (p<0,001). Se detecté ademas, que existen diferencias
significativas en la capacidad invasiva de esta linea seguln se utilice como quimioatrayente el
sobrenandante los CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) o MMP11(-) para las CMls

(p:0.002).
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En este trabajo se muestra la existencia de un fenotipo diferente de fibroblastos dependiendo
de su localizacién en la mama en mujeres que han sufrido un carcinoma de mama invasivo. Los
NAFs, localizados al menos a dos centimetros del tumor, difieren de los CAFs. Estas diferencias
se traducen en una expresidn gendémica diferencial de varios factores con un reconocido
efecto en la progresion tumoral. Asi mismo, hemos encontrado cambios significativos en la
expresion de algunos de estos factores cuando los fibroblastos son cocultivados con lineas
celulares de cancer de mama de diferente grado de potencial metastasico (MCF7 y MDA-MB-

231).

I. Importancia de los factores analizados

Para este estudio se ha evaluado la expresion de 19 factores, incluyendo S100A4, factores de
crecimiento (TGFB, HGF, FGF2, FGF7, PDGFA, PDGFB, VEGFA y IGF2), citoquinas inflamatorias
(IL6 y IL8), quimiocinas (CCL2 y CXCL12), proteasas (uPA, MMP2, MMP9 y MMP11), el factor de
transcripciéon NFKB y TIMP1. Todos estos factores estan implicados en la promocién del
crecimiento tumoral por varias vias, tales como la proliferacién de la célula tumoral, la
angiogénesis, la remodelaciéon de la matriz extracelular, la inflamacidn, la invasion y la

metastasis.

II. Comparacion de los factores entre NAFs y CAFs

En los pacientes incluidos en este estudio, se han encontrado diferencias significativas entre
los perfiles de expresiéon molecular de los NAFs y los CAFs. Los NAFs muestran una mayor
expresion de S100A4, TGFB, PDGFB, FGF2 y TIMP1, comparado con los CAFs. Sin embargo, los
CAFs muestran una expresién mas elevada de FGF7, IL6, CCL2, MMP2, MMP9 y MMP11,

comparado con los NAFs (Figura 52).
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S100A4 TIMP1 MMP2
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FGF2 IL6 MMP11
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Figura 52. Factores cuya diferencia de expresién es significativa al comparar los NAFs con los
CAFs. Los factores en azul representan los factores con mayor expresion en los NAFs y los

factores en rojo representan los factores con mayor expresion por los CAFs.

Si consideramos que el posible origen de los CAFs son los NAFs residentes en el tejido
mamario, los cambios observados entre ambos en el perfil molecular, pueden ser
consecuencia de interacciones entre las células tumorales y los fibroblastos del microambiente
estromal. Se sabe que los tumores sdélidos son tejidos aberrantes donde las células estromales
influyen y se desarrollan con la célula tumoral (Egeblad, et al., 2010). Estas acciones se
desarrollan por el efecto de un gran numero de proteinas secretadas por los fibroblastos, las
cuales promueven la tumorigenicidad. Asi mismo, varios factores secretados por las células
tumorales han sido, a su vez, propuestos por inducir la secrecién de estas proteinas por los
fibroblastos. No esta claro si existen vias dominantes Unicas subyacentes a estas interacciones
o si implican multiples vias que actuan en paralelo. Adn asi, hemos identificado que estas
proteinas secretadas por los fibroblastos parecen actuar de forma conjunta a través de
mecanismos autocrinos y de una sefializacion cruzada. Por lo tanto, los datos obtenidos estan
en concordancia con otros estudios, sugiriendo que los fibroblastos y las células tumorales
actuan de forma paralela a través de multiples vias (Rajaram, et al., 2013).

Nuestros resultados muestran que los CAFs comparados con los NAFs, han adquirido distintas
propiedades, principalmente dirigidas a favorecer la promocién tumoral, proliferacién celular e
invasién. Estos datos son apoyados por varios estudios previos, habiendo descrito que las

diferencias en la actividad de los NAFs versus CAFs en tumores de mama pueden ser debidas a
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alteraciones en los mecanismos moleculares y/o celulares responsables de la produccién y
liberacion de varios factores solubles por los CAFs. Estos factores derivados de fibroblastos,
tales como IL6, CCL2, MMP2, MMP9, MMP11 y FGF7, pueden tener varias funciones en la
promocién del crecimiento tumoral.

Respecto a la IL6, se ha descrito que la mayoria de los genes diana de esta citoquina estdn
involucrados en la progresion del ciclo celular y la supresién de la apoptosis, lo cual subraya la
importancia de la IL6 en la formacién del tumor. Ademas, la IL6 incrementa la migracién de las
células endoteliales, un paso clave en la angiogénesis y diseminacion de los tumores
solidos(Lin W. W., et al., 2007; Yao J. S., et al.,, 2006). Multiples estudios han sefialado a la IL6
como un potente factor de crecimiento para varios tumores, entre ellos el cancer de mama
(Berger, 2004; Garcia-Tunon, et al., 2005; Lin W. W., et al.,, 2007; Salgado, et al., 2003;
Sansone, et al., 2007; Sasser, et al., 2007), y se ha visto que el incremento de la expresién de
ésta y otras citoquinas estd asociado a mal prondstico (Olsen, et al., 2010). Ha sido, ademas,
descrita una fuerte asociacion entre los niveles en suero de la IL6 y un mal prondstico en
pacientes con cancer de mama, incluyendo tumores HER2 positivo (Bachelot, et al., 2003;
Salgado, et al., 2003).

La IL6 vincula la inflamacién a la transformacién maligna a través de la activacion de la via
NFKB la cual, a su vez, impulsa la produccion constitutiva de IL6 generando un circuito de
retroalimentacion positivo (lliopoulos, et al., 2009). Ademds, la IL6 ha sido previamente
descrita por su capacidad de expandir poblaciones de células madre tumorales (CSCs), un
subconjunto de células tumorales que poseen propiedades de células madre, asi como de
inducir la transicién epitelio mesenquimal (EMT); estando ambos procesos implicados en la
formacién de metastasis y resistencia a terapias antitumorales. En el cdncer de mama, existen
bastantes evidencias de que las CSCs son intrinsecamente resistentes a la quimioterapia,

radioterapia y terapias endocrinas convencionales. Por evadir los efectos de estos
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tratamientos, las CSCs se consideran responsables de la recurrencia de la enfermedad.
(lliopoulos, et al., 2011; Sansone, et al., 2007; Sullivan, et al., 2009).

Es interesante la observacion de que el desarrollo de resistencias al trastuzumab (un
anticuerpo monoclonal que interfiere con el receptor HER2/neu) en lineas celulares de cancer
de mama con alta expresién de HER2, estd mediado por la activacién de un circuito de
retroalimentacién inflamatorio de la IL6, el cual conduce a la expansion de las CSCs. Asi,
tratamientos a largo plazo con trastuzumab generan CSCs altamente enriquecidas, las cuales
exhiben un fenotipo EMT y secretan valores superiores a 100 veces mas IL6 que las células
parentales. La interrupcion de ese circuito de retroalimentacién inflamatorio, mediante el uso
de anticuerpos frente al receptor de IL6 en xenoinjertos de ratdn, conlleva una reduccién en la
poblacién de CSCs, produciendo asi una disminucién en el crecimiento tumoral y metastasis
(Korkaya, et al., 2012). Estos resultados demuestran que la resistencia al trastuzumab puede
ser mediada por un circuito de retroalimentacidn inflamatorio de la IL6, y sugiere que el
bloqueo de este circuito puede proporcionar una estrategia alternativa para superar la
resistencia al trastuzumab.

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1 o CCL2) es una quimiocina que ejerce
potentes efectos quimiotacticos, estimulantes y mitogénicos en las células mononucleares
(Xia, et al., 2007). La secrecidon de CCL2 por las células inmunes infiltrantes del tumor, las
células tumorales, y otras células del estroma, sugiere que CCL2 apoya la progresién tumoral
(Steiner, etal., 2012).

En tumores primarios de cancer de mama, la expresién de CCL2 estd relacionada con la
acumulacidon de macroéfagos asociados al tumor, que es un indicador significativo de recidiva
tumoral precoz (Saji, et al.,, 2001; Ueno, et al., 2000). Asi mismo, altas concentraciones
circulantes de esta quimiocina han sido asociadas a mal prondstico en pacientes con
carcinoma mamario (Lebrecht, et al., 2004). Ademds de tener un valor prondstico significativo

para la supervivencia libre de enfermedad (Dwyer, et al., 2007), la elevada expresion de CCL2
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en células de cancer de mama promueve la formacidon de metastasis en pulmoén y hueso a
través del aumento de la infiltracion de macréfagos y la diferenciacién de osteoclastos,
respectivamente (Lu, et al., 2009). Se ha mostrado también una asociacion entre CCL2 y la
afectacién ganglionar (Lebrecht, et al., 2004), expresion de factores angiogénicos (Saji, et al.,,
2001; Ueno, et al., 2000; Wilson, et al., 2002) y activacién de MMPs en pacientes con cancer
de mama (Saji, et al., 2001).

Por otra parte, ha sido descrita una fuerte induccién del fenotipo de las CSCs en células de
cancer de mama cocultivadas con CAFs, dicha induccidn ha sido atribuida a un aumento en la
secrecién de CCL2 por los CAFs cuando estos son comparados con los NAFs (Tsuyada, et al.,
2012).

Por consiguiente, el hecho de que los CAFs muestren una alta expresién de la IL6 y CCL2,
siendo ambos inductores de las CSCs, es un hallazgo relevante, ya que como hemos sefialado
mas arriba, estudios recientes muestran que estas células iniciadoras del cadncer o CSCs juegan
un papel crucial en la iniciacidn tumoral, progresidn y en la refractariedad terapéutica
(Visvader, et al., 2008).

El FGF7, forma parte de la familia de FGFs, que incluye mds de 22 miembros, incluyendo FGF1
(4cido), FGF2 (basico), FGF3 (int2), FGF4 (hst), FGF5, FGF6, FGF8 (AIGF) y FGF9 (GAF) (Basilico,
et al., 1992; Miyamoto, et al., 1993; Tanaka, et al., 1992). Entre los FGFs conocidos, FGF7 y
FGF10 son inusuales, ya que tienen un origen estromal y parecen actuar especificamente sobre
las células epiteliales siendo, por tanto, factores de crecimiento paracrinos (Rubin, et al,,
1995).

Estudios previos han documentado la importancia del FGF7 en el control del crecimiento de
epitelio mamario (Pekonen, et al., 1993), demostrando también la importancia del receptor de
FGF7 (FGFR2-llIb) en el desarrollo y morfogénesis de los I6bulos de la glandula mamaria en

ratones transgénicos (Jackson D., et al., 1997).
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Ademads, se ha observado que FGF7 induce la proliferacién de células de cancer de mama
(Bansal, et al., 1997). Asi, altos niveles de expresidn transgénica de FGF7 en ratones durante el
embarazo y la lactancia, implican una alta frecuencia de desarrollo de hiperproliferacién en las
yemas terminales de la glandula mamaria y adenocarcinomas (Kitsberg, et al., 1996). Por otro
lado, Jacquemier y col. (1998) han demostrado que la proteina FGF7 estad asociada con los
tumores de mama mas diferenciados y menos agresivos (Jacquemier, et al., 1998).
Recientemente, se ha mostrado que FGF7 estimula la proliferacidon de las células epiteliales
pero no de los fibroblastos estromales. Asi mismo, se observd que el medio condicionado
derivado de células estromales incrementa la proliferacion de células epiteliales de mama
normales y neoplasicas. Este efecto puede ser anulado mediante un anticuerpo neutralizante
frente a FGF7. Todos estos datos sugieren que FGF7 es un factor de crecimiento paracrino en
la mama, ya que es producido por los fibroblastos estromales de mama y posee importantes
papeles en la proliferacién y morfogénesis, tanto en células epiteliales como en mioepiteliales
(Palmieri, et al., 2003). Interesantemente, Palmieri C y col. (2003) no encontraron evidencias
de la existencia de un receptor para FGF7 en las células estromales, indicando que los
receptores celulares de este factor en la mama son células epiteliales y no fibroblastos.

En cuanto a la mayor expresion de las metaloproteasas 2, 9 y 11 por los CAFs, es importante
mencionar la relacién de estas proteasas con la progresién tumoral.

La degradacion del tejido conectivo estromal y de los componentes de la membrana basal son
elementos clave en la invasién tumoral y metdstasis. Algunos componentes, en particular los
colagenos intersticiales, son muy resistentes a los ataques proteoliticos, siendo sdlo
degradados por las MMPs (Nelson, et al., 2000). Las MMPs pueden también tener un impacto
en el comportamiento tumoral in vivo como una consecuencia de su capacidad para escindir
factores de crecimiento, receptores celulares de membrana, moléculas de adhesién celular, o
guimiocinas/citoquinas. Por tanto, esos datos desafian claramente el clasico dogma que indica

que las MMPs promueven las metdstasis Unicamente por la modulacién de la remodelacién de
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la ECM (Egeblad, et al., 2002; Manes, et al., 1999; Noe, et al., 2001; Turk, et al., 2004). Asi
mismo, mediante la escisiéon de factores pro-apoptéticos, las MMPs pueden inducir un
fenotipo mas agresivo a través de la generacion de células resistentes a la apoptosis (Fingleton,
et al., 2001). Las MMPs también pueden regular la angiogénesis tumoral, tanto positivamente
a través de su capacidad para movilizar o activar los factores pro-angiogénicos (Stetler-
Stevenson, 1999), como negativamente a través de la generacion de inhibidores de la
angiogénesis, tales como angiostatina, endostatina y tumstatin, escindidos de largas proteinas
precursoras (Cornelius, et al., 1998).

Las MMPs, especialmente las gelatinasas MMP2 (Baker, et al., 2002; Duffy, et al., 2000; Grieu,
et al., 2004; Jones, et al., 1999; Li H. C., et al., 2004a; Sivula, et al., 2005; Talvensaari-Mattila, et
al.,, 2001) y MMP9 (Chantrain, et al., 2004; Li H. C., et al., 2004a; Pellikainen, et al., 2004;
Vizoso, et al., 2007) han sido estudiadas como factores prondsticos en el cancer de mama,
siendo asociadas con un peor prondstico en varios subgrupos de pacientes. Esto puede ser
debido tanto a la relacién de las MMPs con la invasion tumoral y la metastasis, caracteristicas
que se deben a su especial capacidad para degradar el coldgeno de tipo IV que se encuentra en
la membrana basal (Jones, et al.,, 1997); como por su capacidad de induccion de la
angiogénesis (Egeblad, et al., 2002).

La MMP11 es otra MMP que pueden ser altamente expresada y/o relacionada con la evolucion
clinica en el cancer de mama (Duffy, et al., 2000; Vizoso, et al., 2007). Hay varios aspectos
relacionados con el gran interés de la MMP11 en cancer de mama. Estudios previos han
demostrado que la MMP11 (Estromalisina 3) se expresa preferentemente en las células del
estroma peritumoral (Basset, et al., 1997; Basset, et al., 1990), y que altos niveles de esta
proteina estan asociados con la progresién tumoral y con un mal prondstico de los pacientes
(Ahmad, et al., 1998; Anderson, et al.,, 1995; Basset, et al., 1997; Chenard, et al., 1996;
Lochter, et al., 1999; Nakopoulou, et al., 2002b; Tetu, et al., 1998). De hecho, la MMP mas

diferencialmente sobreexpresada en los CMlIs fue la MMP11, cuya expresién se encontro en el
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85,7% de los casos con alto perfil de expresion de MMPs/TIMPs en las CMIs y sélo en el 4,6%
de los casos con bajo perfil de expresidn, siendo su expresién considerada como un marcador
bioldgico util para identificar estas poblaciones de CMls (Gonzalez L. O., et al., 2007). Sobre la
base de este hallazgo, y después de que el analisis llevado a cabo por PCR en tiempo real de 65
factores asociados con la progresion tumoral y la inflamacién, Eiré y col. (2012) (Eiro, et al.,
2012a) recientemente observaron que de los 65 factores a estudio, 22 factores estaban
relacionados con la expresién de MMP11 por los CMlIs. De ellos, los factores mas
diferencialmente expresados entre los dos grupos de tumores fueron la IL1, 5, 6, 17, IFNR y
NFKB. En conjunto, estos resultados indican que los tumores de peor prondstico identificados
por la expresion de MMP11 por los CMls intratumorales, muestran una mayor expresiéon de los
genes relacionados con la inflamacién. Estas asociaciones son relevantes debido a que estos
genes que estan altamente expresados, han sido asociados con varios mecanismos biolégicos
relacionados con la progresion del tumor (Aggarwal, et al., 2006; Bachelot, et al.,, 2003;
Gemma, et al., 2001; Heng, et al., 2009; Kato, et al., 2001; Numasaki, et al., 2003; Saijo, et al.,
2002). Es también relevante el nuevo hallazgo que muestra una asociacion entre la expresion
de MMP11 o TIMP2 por los CMlIs en el centro tumoral y un alto ratio de CD68 / (CD3 + CD20)
(macrofagos (CD68 +), células T (CD3 + ) y células B (CD20 +)) (Eiro, et al., 2012b), ya que
ambas proteinas son los dos factores principales que definen el fenotipo pro-metastasico de
los CMlIs en nuestros estudios anteriores (Del Casar, et al., 2009; Gonzalez L. O., et al., 2010b;
Gonzalez L. O., et al.,, 2007; Vizoso, et al., 2007). Asi mismo, si hay una alta proporcién de
CD68 / (CD3 + CD20) en el frente invasivo tumoral, la mayoria de las CMIs con un fenotipo
positivo para la MMP11 o TIMP2 en el centro tumoral son macréfagos. Todos estos resultados
sugieren que una alta proporcién CD68 / (CD3 + CD20) en el frente invasivo contribuye a
polarizar los macréfagos para lograr un alto fenotipo metastatico en el centro tumoral.

Por otro lado, hay que destacar que varios estudios han observado que el TGFB actia como

supresor tumoral en estadios tempranos de la tumorigénesis, en cambio cuando el tumor esta
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mas desarrollado, los cambios genéticos y/o bioquimicos inducen a TGFB a estimular la
progresion tumoral por su actividad pleiotrépica tanto en las células tumorales como en las
células estromales no malignas (Akhurst, et al., 2001; Gregoire, et al., 1995; Kalluri, et al.,,
2006). Estos datos estan en concordancia con nuestra hipdtesis sobre el posible origen de los
CAFs en los NAFs residentes en el tejido mamario, adquiriendo un fenotipo mds agresivo como
consecuencia de las interacciones con las células tumorales.

Por lo tanto, nuestros resultados indican que los CAFs mostraron mayores niveles de I1L6, CCL2,
FGF7, MMP2, MMP9 y MMP11, en comparacion con los NAFs asociados, y que la expresidon

elevada de estos factores puede contribuir a la progresién tumoral en el cancer de mama.

III. Evaluacion del perfil molecular de los CAFs
cocultivados con lineas celulares de cancer de mama con
diferentes grados de potencial metastatico (MCF7 y MDA-
MB-231) la poblacidn total a estudio.

El papel principal de las interacciones epitelio-estroma en el desarrollo de la glandula mamaria
es bien conocido. Pero la acumulacién de evidencias en el cancer de mama han demostrado
que las interacciones alteradas producidas entre las células malignas epiteliales y los
fibroblastos asociados también desempefian un papel importante en el desarrollo, crecimiento
y progresion tumoral (Elenbaas, et al., 2001; Polyak, et al., 2010; Shekhar, et al., 2001;
Wiseman, et al., 2002). No obstante, a pesar del creciente nimero de estudios enfocados en
las interacciones epitelio-estroma en tumores sodlidos, el papel desempeiiado por los
fibroblastos en el desarrollo y progresion del cancer de mama aun no se entiende
completamente. Por esta razén, el uso de modelos de cocultivos utilizando fibroblastos
derivados de estroma maligno puede proporcionar una herramienta practica para el andlisis de

las influencias reciprocas entre el estroma y las células epiteliales tumorales.
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En el presente trabajo se evalla el perfil molecular de los CAFs de todos los pacientes incluidos
en el estudio tras el cocultivo con lineas celulares de cdncer de mama que presentan
diferentes grados de potencial metastatico (MCF7 y MDA-MB-231). Los CAFs cocultivados con
la linea tumoral MCF7, la cual posee un bajo potencial metastdtico, mostraron un aumento en
la expresion de TGFB, HGF, IL8, MMP2 y VEGFA; mientras que los niveles de CCL2, NFKB y
MMP11, se redujeron en comparacion a los CAFs basales. Con respecto a los CAFs cocultivados
con la linea tumoral de alta poder metastatico MDA-MB-231, se observé una mayor expresion
de S100A4, TGFB, HGF, IL6, IL8, MMP2 y VEGFA; mientras que la expresion de PDGFA, CCL2 y
NFkB, fue menor en comparaciéon con los CAFs basales. Por consiguiente, TGFB, HGF, ILS,
MMP2 y VEGFA, tienen una mayor expresién por los CAFs cuando estos son cocultivados con
cualquiera de las dos lineas celulares de cdncer de mama utilizadas en este estudio; mientras
que CCL2 y NFKB se redujeron en ambos casos (Figura 53). Esta observacién lleva a considerar
la existencia de un comportamiento comun en la expresién de varios factores secretados por
los CAFs cuando estos son cocultivados con células tumorales, independientemente de Ila

agresividad bioldgica de estos ultimos tipos celulares.

Tumores cocultivados Tumores sin cocultivar Tumores cocultlvados
con MCF7 con MDA-MB-231

PDGFA HGF
CCL2 IL6
NFkB IL8

VEGFA
cCcL2

NFkB
MMP11

S100A4 MMP2
TGFB  VEGFA

Figura 53. Factores cuya diferencia de expresidn es significativa al comparar la expresiéon basal
de los CAFs con la expresién de éstos tras ser cocultivados con ambas lineas tumorales. Los
factores en azul representan los factores con mayor expresion en los CAFs sin cocultivar, los
factores en rojo representan los factores con mayor expresién por los CAFs cocultivados con
MDA-MB-231 y, los factores en verde representan los factores con mayor expresion por los

CAFs cocultivados con MCF7.
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El TGFB es una citoquina fuertemente implicada en la regulacion de varios procesos celulares y
tisulares, que van desde el control del ciclo celular a la inmunovigilancia a la regeneracién de
tejidos. La desregulacion de la expresion de TGF[3 se asocia con muchos tipos de tumores y, a
menudo, se relaciona también con un mal prondstico (Lampropoulos, et al., 2012). Existe una
relacion del TGFB1 con el desarrollo de metdstasis 6seas en cancer de mama. TGFB1 es
liberado de la matriz dsea durante la reabsorcién, aumentando la invasién tumoral en el tejido
dseo por la promocidn de la expresion de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP) producida por las células tumorales, la cual es fuertemente asociada con la
reabsorcion ésea en modelos humanos y animales (Farina, et al., 1998). Se ha observado,
ademas, que el bloqueo de TGFB1 en las células de mama resulta en una disminucién de la
ostedlisis, menor migracién tumoral al hueso y una mayor supervivencia en ratones (Yin, et
al., 1999). TGFB1 juega también un papel importante en las interacciones estroma-epitelio,
creando un ambiente favorable para la invasidon y metastasis de la célula epitelial. De hecho,
estudios recientes han mostrado que la expresidn del receptor de TGFB1 es mayor en el
estroma de mujeres con cancer de mama de alto estadio tumoral (Korkaya, et al., 2011).
También se ha descrito que altos niveles de ARNm de TGFB1 en tumores de mama se asocian
con un incremento de la densidad microvascular (Akhurst, et al., 2001; Elenbaas, et al., 2001;
Farina, etal., 1998).

HGF es también una importante proteina secretada por los fibroblastos que media en el
desarrollo y la progresién de tumores (Wang J., et al., 2001). En estadios tempranos de cancer
de mama, la expresién de esta proteina es tipicamente detectada, aunque a bajos niveles, en
el estroma de hiperplasias y carcinomas in situ. Sin embargo, en estadios mas avanzados
(carcinomas invasivos), la expresion de HGF estda a menudo incrementada en las células
epiteliales, facilitando asi la estimulacion de la proliferacién de forma paracrina y

autocrina(Elenbaas, et al., 2001; Parr, et al., 2004; Taniguchi, et al., 1995).
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Se ha demostrado que HGF transduce sus actividades biolégicas a través del receptor tirosin
quinasa MET, activando varias vias intracelulares las cuales, a su vez, transmiten la sefial de
HGF al citosol y al nucleo de las células (Comoglio, et al., 2001; Eckerich, et al., 2007; Ma P. C.,
et al.,, 2007). La pareja de HGF/MET controla la expresién de un panel de genes que son
importantes para estos procesos, incluyendo HIF-1a, miembros del sistema de activacion del
plasminégeno y el receptor CXCR4 (Maroni, et al., 2007; Matteucci, et al., 2009). Los
receptores tirosin-quinasa Met y CXCR4 estan asociados con la morfogénesis y la
diferenciacidn funcional del epitelio de la glandula mamaria normal y desempefian, ademas,
un papel importante en la transformaciéon maligna (Nagy, et al., 1996).

Nuestros resultados estdn en concordancia con estudios previos que muestran la expresion de
TGFB Y HGF por los CAFs, contribuyendo asi a la proliferacion de las células tumorales (Castells,
et al., 2012) y promoviendo el crecimiento hiperplasico o tumurogénico del epitelio normal de
la mama (Stuelten, et al.,, 2005). La induccion de tumores de mama también ha sido
demostrada en ratones ortotdpicamente injertados con fibroblastos transfectados con HGF
y/o TGFB y co-inyectados con células epiteliales de mama de apariencia normal, poniendo de
relieve el papel fundamental de las interacciones heterotipicas en el desarrollo de la mama en
humanos (Kuperwasser, et al., 2004). Estas interacciones cruzadas tumor-estroma parecen
tener también una importante influencia en el microambiente de los ganglios linfaticos
involucrados, como se demuestra por la capacidad de los fibroblastos ganglionares para
afectar a la viabilidad, proliferacidn y migracion de las células de cancer de mama (LeBedis, et
al., 2002; Montel, et al., 2006; Santos, et al., 2011). La raiz de estas alteraciones parece ser la
induccion de cambios reciprocos en los perfiles gendmicos de las células tumorales y
estromales que implican, en particular, genes criticos para el control del crecimiento, adhesion
celular e invasividad (Buess, et al., 2007; Montel, et al., 2006; Rozenchan, et al., 2009; Santos,

et al., 2011).
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También es de notable importancia el hecho de que HGF aumenta la expresiéon de CXCR4 via
NFKB, contribuyendo a la invasidn celular. Asi, el bloqueo de la expresidon de NFKB produce una
inhibicidn de la induccion de la expresion de CXCR4 en respuesta a HGF (Esencay, et al., 2010).
Ha sido demostrado que la familia de la proteina quinasa C (PKC) esta involucrada en la
expresion y funcidn de CXCR4, estando también vinculada a la transduccion de la seial
intracelular inducida por HGF en las células tumorales (Chianale, et al.,, 2010; Tyan, et al.,
2011). Se ha observado, ademas, que la fosforilacion de CXCR4 es inducida por el tratamiento
con HGF en las lineas celulares MDA-MB-436 y MCF7, siendo ésta atenuada por la inhibicion
de PKC (HuangS., et al., 2012).

Por otro lado, el HGF es capaz de promover la produccién de MMP14 en la linea celular MDA-
MB-231, la cual a su vez activa a la MMP2, aumentando asi la capacidad de invasion de las
células tumorales de mama (Jliang W. G., et al., 2006). En este sentido, es remarcable el hecho
de que la MMP2 es uno de los factores mas secretados por los CAFs cocultivados con las lineas
celulares de cancer de mama en nuestra poblacion de estudio.

En este trabajo, se ha mostrado que la IL8 es uno de los factores de mayor expresidén por los
CAFs cocultivados con las lineas tumorales MCF7 y MDA-MB-231. Este dato es relevante, ya
que la IL8 juega un papel importante en la inflamacién y en los procesos de cicatrizacién
(Dobreva, et al.,, 2006), y tiene la capacidad para reclutar tanto células T como células
inflamatorias no especificas en los sitios de inflamacion mediante la activacién de los
neutrdfilos (Schroder, 1992). Ademas, la IL8 también estimula la produccion de la a-actina del
musculo liso en los fibroblastos humanos (Feugate, et al., 2002).

Ademas, ha sido descrito que la IL8 tiene la capacidad de promover el crecimiento tumoral, la
angiogénesis, y las metastasis en modelos murinos de varios tipos tumorales (Li A., et al,,
2005a). Asi mismo, recientemente se ha observado que la IL8 promueve el potencial invasor y
metastatico en las células de cadncer de mama. Los estudios clinicos también han demostrado

que los niveles de IL8 son mas altos en el tejido tumoral que en el tejido normal de mama, y
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gue un aumento en la concentracidn sérica de la IL8 estd asociado con estadios avanzados en
carcinomas mamarios (Benoy, et al., 2004). Es importante también la participacién de la IL8 en
el proceso de angiogenesis (Hu, et al.,, 1993; Koch, et al., 1992), ya que es una citoquina
proangiogénica que colabora en la propagacién de las metastasis a distancia a través de Ia
neovascularizacién, promoviendo la supervivencia de la masa tumoral mediante el
mantenimiento de una red rica de capilares, facilitando asi que se cubran las necesidades de
nutrientes de las células tumorales. De hecho, se ha demostrado que el bloqueo de la IL8 y de
su receptor CXCR2, inhibe significativamente el proceso de angiogénesis (Trevino, et al., 2006;
Wente, et al., 2006). Ademas, la IL8 es un quimiotactico para los fibroblastos, acelerando su
migracion, y estimulando la deposicidon de la tenascina, fibronectina y colageno |, durante la
cicatrizacion de heridas in vivo (Feugate, et al., 2002).

También es destacable el hecho de que algunos miembros de la familia de las MMPs,
incluyendo la MMP2 y la MMP9, estan regulados por la expresién de la IL8 (Li A., et al., 2003;
Luca, et al., 1997). En concordancia con estos estudios, nuestros resultados muestran que la
expresion de la MMP2 por los CAFs se incrementéd de manera significativa después de
cocultivar estos fibroblastos con las lineas tumorales de cancer de mama utilizadas en este
estudio. Ademas, la acumulacién de evidencias demuestra que la IL8, a través de sus
receptores CXCR1/2, es un importante regulador de la actividad de CSCs de mama. La
inhibicién de la sefializacion de CXCR1/2 ha demostrado ser eficaz en modelos preclinicos de
cancer de mama, proporcionando un buen fundamento para la utilizacién de estos receptores
como diana terapedutica (Singh, et al., 2013).

Los extensos efectos del aumento de la actividad de la IL8 en la patogénesis del tumor hacen
qgue sea un objetivo terapéutico Unico en la terapia del cancer. De hecho, el bloqueo de la
actividad de la IL8 con un anticuerpo monoclonal disminuye el crecimiento del tumor en dos
modelos murinos de cancer (Mian, et al., 2003). Asi mismo, el bloqueo de la expresién de la IL8

en algunas lineas celulares de melanoma humano mediante el uso de ARN antisentido, ha
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mostrado que la IL8 funciona como un modulador del crecimiento autocrino para estas células
(Schadendorf, et al., 1993). Ademas, recientes estudios muestran un efecto terapedutico
potencial frente a las células de cancer de mama mediante la inhibicién de la IL8 (Li J., et al.,
2012a; Park S. H., et al., 2013).

Tanto la IL8 como el VEGF son componentes importantes en la respuesta celular a la hipoxia,
un evento comun en el cdncer, incluyendo el melanoma humano, cancer de colon y de
pancreas, entre otros (Karashima, et al., 2003).

Las células tumorales requieren nutrientes, oxigeno y la capacidad para evacuar los productos
de desecho. Estos requisitos se cumplen por medio de la angiogénesis, la formacién de nuevas
redes vasculares a partir de los vasos sanguineos pre-existentes. Este proceso es uno de los
factores cruciales que contribuye al crecimiento y metdstasis en el cdncer de mama (Bergers,
et al., 2003). VEGFA es un miembro de la familia de VEGF, y es la isoforma mas comun y mas
estudiada, por lo que normalmente se describe como VEGF (Halper, 2010). Este factor es
considerado un potente regulador de la angiogénesis, y de este modo estd implicado en el
desarrollo y progresién de tumores soélidos, ya que posee la capacidad de promover el
crecimiento de las células endoteliales derivadas de arterias, venas y vasos linfaticos. Se ha
observado que este factor induce una potente respuesta angiogénica en una gran variedad de
modelos in vivo (Leung, et al., 1989; Plouet, et al., 1989), existiendo una relacion positiva entre
VEGFA y la densidad microvascular (Obermair, et al., 1997).

Existen varias evidencias que muestran la importancia de VEGF en el cancer de mama
(Gasparini, 2000). Asi, pacientes con cancer ductal locorregional tienen altas concentraciones
séricas de VEGF en comparacidon con mujeres con tumores benignos de mama. Las mayores
concentraciones de VEGF en suero fueron encontradas en pacientes con cancer de mama
metastatico, en particular entre aquellos que no habian recibido tratamiento (Salven, et al.,

1999). Existen, ademas, numerosos estudios que relacionan niveles elevados de expresion de
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VEGF en el tejido tumoral con baja supervivencia en pacientes con cdncer de mama (Bando, et
al., 2005; Ghosh, et al., 2008; Manders, et al., 2002; Toi, et al., 2002).

Como puede observarse, nuestros resultados indican que los CAFs cocultivados con cualquiera
de las dos lineas celulares de cancer de mama utilizadas en el presente estudio, responden con
un aumento de la expresion de varios factores estromales que poseen acciones bioldgicas
relacionadas con la promocion de la progresién tumoral. Por consiguiente, nuestros datos

apoyan el papel clave de los CAFs en el carcinoma de mama.

IV. Evaluacion del perfil molecular de las lineas
celulares de cancer de mama con diferentes grados de
potencial  metastitico @(MCF7 y MDA-MB-231)

cocultivadas con CAFs en la poblacién total a estudio

Nuestros resultados también mostraron que varios de los factores estromales estudiados
(5100A4, TGFB, FGF7, PDGA, PDGB, uPA, IL6, IL8, MMP2, MMP11, TIMP1 y VEGFA) se
incrementaron en las dos lineas celulares de cancer mama después de ser cocultivadas con los

CAFs (Figura 54).
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Figura 54. Factores cuya diferencia de expresién es significativa al comparar la expresion basal
de las lineas tumorales con la expresion de éstas tras ser cocultivadas con ambas los CAFs. Los
factores en azul representan los factores con mayor expresion en las lineas sin cocultivar, los
factores en rojo representan los factores con mayor expresién por las lineas cocultivadas con

los CAFs.

Estos datos parecen reflejar la existencia de una influencia reciproca entre las células
tumorales y los CAFs, lo que esta en concordancia con otros estudios previos. Asi, por ejemplo,
ha sido descrito que una alta expresidon ectdpica de TGFB activo por las células tumorales,
produce un mayor contenido de CAFs y ECM, lo que demuestra la importancia de TGFf como
inductor de estroma reactivo en el cancer (Orimo, et al., 2005). Ademads, nuestros resultados
estdn de acuerdo con otros estudios que demuestran que las células tumorales pueden

producir estos importantes factores estromales. Por ejemplo, se detectaron altos niveles de
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IL8 en células de cancer de mama (De Larco, et al., 2001; Green, et al., 1997; Sheridan, et al.,
2006; Youngs, et al., 1997), asi como en las células epiteliales de una amplia variedad de
tumores humanos incluyendo cancer de colon (Brew R., et al., 1997), melanoma (Schadendorf,
et al., 1993), cancer de prostata (Greene, et al., 1997), o de ovario (Xu, et al., 2000).

Anteriormente, hemos mencionado varios aspectos que apoyan la importancia de factores
como TGFB, FGF7, IL6, IL8, MMP2, MMP11 y VEGFA en la progresién tumoral. Otros factores
como S100A4, PDGFA, PDGFB, uPA y TIMP1 también fueron altamente expresados tanto por la

linea celular MCF7 como por la linea MDA-MB-231.

En cuanto a la expresiéon de FGF7 por las lineas celulares de cancer de mama, es importante
tener en cuenta que aunque se han obtenido datos en cancer de pulmén y de mama que
sugieren que FGF7 puede ser expresado de una forma autocrina en algunos tipos de células
tumorales (Tamaru, et al., 2004; Yamayoshi, et al., 2004), éste es un factor paracrino que actua
tanto en células epiteliales como en mioepiteliales. Por ello, su localizacidn en las lineas
tumorales puede ser debido a que su receptor FGFR2-lllb, el cual se expresa sdlo en las células
epiteliales, puede unirse a FGF7 e inmovilizarlo en este tipo celular, donde es detectado. Esta
es también la conclusién alcanzada por Jacquemier y col. (1998), en su estudio sobre la
expresion de FGF7 en carcinomas de mama humanos, en el que mediante inmunohistoquimica
observaron la localizacidon de FGF7 tanto en células tumorales como en los compartimentos del
estroma (Jacquemier, et al., 1998).

La S100A4 es un miembro de la superfamilia de proteinas de unién a calcio $100 (Sugimoto, et
al., 2006). S100A4 se expresa en muchos tipos celulares ademas de en las células tumorales,
tales como fibroblastos, células del sistema inmune y adipocitos (Gross, et al., 2013), posee
ademads una amplia gama de funciones biolégicas, como la regulacidon de la angiogénesis, la
supervivencia celular, la motilidad y la invasién. Asi, niveles elevados de esta proteina se

asocian con una baja supervivencia en pacientes con cancer de mama, y se ha observado
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también que es capaz de inducir metdstasis en modelos murinos (Ismail, et al., 2008;

Jenkinson, et al., 2004).

Las proteinas diana de S100A4 se localizan tanto intracelular como extracelularmente,
teniendo por tanto un papel en ambos compartimentos. Respecto a su papel intracelular, la
S100A4 es un conocido factor modulador de la ECM y de la integridad del citoesqueleto,
promoviendo la metdstasis mediante el aumento de la motilidad y de la capacidad invasiva de
las células tumorales, lo que consigue a través de la interaccion con componentes del
citoesqueleto como la cadena pesada de la miosina no muscular, la alteracién de la adhesion
celular y rompiendo las uniones con las cadherinas (Sherbet, 2009).

Se ha observado ademadas que la expresion extracelular de S100A4 promueve la metdstasis
mediante la induccion de la secrecién de MMPs (Saleem, et al., 2006; Schmidt-Hansen, et al.,
2004b; Zhang G., et al., 2011), y promoviendo la angiogénesis a través de la estimulacion de la
motilidad de las células endoteliales y la invasién tumoral. En este sentido se ha descrito que la
S100A4 promueve la invasion y la angiogénesis en la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-231 a través del aumento de expresion de la MMP13 (Wang L., et al., 2012a). También se
ha observado una relacién entre la expresion de S100A4 y mal prondstico en varios tipos de
tumores de mama (Cabezon, et al., 2007; Garrett, et al., 2006).

Por consiguiente, diferentes estudios han demostrado el papel central de S100A4 en el
proceso de la metastasis del cancer, lo que califica a SI00A4 como una diana potencialmente
prometedora para la intervencidn terapéutica contra la metdstasis (Boye, et al., 2010;

Hernandez, et al.,, 2013; Zhang G., et al., 2011).

Los miembros de la familia PDGFs y sus receptores (PDGFRs) influyen en el crecimiento y en la

invasividad tumoral a través de sus efectos sobre las células tumorales y el microambiente que
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las rodea (Cao, 2013), siendo PDGF un potente mitégeno y factor quimiotéctico para muchas
células del tejido conectivo (Heldin, et al., 1999).

En condiciones fisiolédgicas PDGFs y PDGFRs llevan a cabo sus acciones biolégicas de una
manera paracrina (Heldin, et al., 1999). Hay varios miembros de la familia PDGF (A, B, Cy D).
Entre ellos, el PDGFB exhibe la actividad mas fuerte (Yoshida, et al.,, 2012). PDGFB, también
denominado protooncogén c-sis, es un candidato ideal para el estudio, ya que su aportacion
para el desarrollo y mantenimiento de las células tumorales es apoyada por varios trabajos
(Liang, et al., 1996; Zhang Y., et al., 2013). Altos niveles de expresién de PDGFB han sido
encontrados en tejidos tumorales de mama comparado con tejido normal (Coltrera, et al.,,
1995); ademas tiene la capacidad de activar la via de NFKB, la cual es conocida por su papel
regulador en la produccidn de citoquinas (van Steensel, et al., 2010).

En general, los efectos de los PDGFs en la promocién tumoral son principalmente autocrinos,
estromales y angiogénicos (Hermanson, et al., 1992). Se ha observado un incremento de la
expresion de PDGFB en varias lineas tumorales de mama, asi como en otras lineas celulares
malignas no hematopoyéticas como melanoma, cancer de ovario y cancer de prdstata (Ariad,
et al., 1991; Bronzert, et al., 1987; Elenbaas, et al., 2001). La sefializaciéon autocrina de PDGF
ha demostrado ser esencial para la formacién de tumores y metdstasis en tumores mamarios
mediados por Ras, asi como en ratones transgénicos MMTV-Neu/TGFB (Jechlinger, et al.,
2006).

También existe una sefalizacion paracrina de los PDGFs, como demostrd el andlisis
inmunohistoquimico en tejidos de cancer de mama humano, ya que gracias a él observaron la
expresion/activacién del receptor de PDGF en la membrana de poblaciones de células del
estroma periepitelial, lo que sugiere una estimulacion paracrina del tejido estromal adyacente

por las células tumorales de mama (Coltrera, et al., 1995).
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Existen varios mecanismos por los que los PDGFs estan implicados en la progresiéon tumoral,
tales como la angiogénesis, la EMT, el reclutamiento de fibroblastos y el control de la
respuesta inmune del tumor.

La participacion de PDGFs en la angiogénesis implica una interaccidon cruzada con otros
factores angiogénicos, como el VEGF y las angiopoyetinas. Se ha observado, ademads, que la
expresiéon de ARNm de VEGF y PDGFs por RT-PCR es mayor en tejido tumoral que en tejido
normal en cdncer de mama, y que estas expresiones estdn significativamente relacionadas con
el grado de angiogénesis o metdstasis en los ganglios linfaticos (Chua, et al., 1985). Los PDGFs
pueden promover también la neovascularizacion mediante el reclutamiento de células
progenitoras endoteliales derivadas de la médula ésea (Li X., et al., 2005b; Saik, et al., 2011;
Song, et al., 2009).

Los PDGFA, PDGFB y PDGFD son capaces de inducir la EMT en diferentes modelos
experimentales, considerandose la EMT como un rasgo caracteristico de la invasién tumoral y
de la metastasis (Kong, et al., 2008; Patel, et al., 2010). Se ha observado, ademads, que el
PDGFB tiende a inducir la translocacion nuclear de la B-catenina y la proliferacion celular en la
linea tumoral MDA-MB-231, mientras que no se observd ninguno de estos procesos en la linea
tumoral MCF7. Los resultados de estos estudios sugieren que el PDGFB regula la expresion de
la proteina de B-catenina y estd asociada con el comportamiento de células tumorales
(Yokoyama, et al., 2011). Se ha sugerido, ademas, que el circuito autocrino de PDGF es crucial
para el mantenimiento de la EMT (van Zijl, et al., 2009). Durante la EMT, el TGFB y el oncogen
Ras actuan sinérgicamente aumentando la expresién del receptor de PDGF para llevar a cabo
la estimulacion a través de un bucle autocrino (Kalluri, et al., 2006).

En modelos experimentales de cancer de mama, PDGF inicia una respuesta desmopldsica a
través de una sefalizacidon paracrina (Shao, et al.,, 2000; Walker, 2001). PDGFB puede
promover la proliferacion de fibroblastos y reforzar la matriz extracelular (Jeoung, et al., 2002),

regula la sintesis de pericitos y las funciones de los fibroblastos en la matriz tumoral (Roskoski,
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2007). Ademds, el PDGFB estd implicado de manera significativa en el reclutamiento,
proliferacién y diferenciacion de fibroblastos estromales, dando lugar a una tasa de
crecimiento acelerado y a un fenotipo invasivo (Mueller, et al.,, 2004; Shao, et al., 2000).
Parece que las vias de sefalizaciéon de PDGF, PDGFR y TGF[3, muestran funciones coordinadas y
complementarias en el control del comportamiento de los CAFs. PDGF induce principalmente
la proliferacion de fibroblastos, mientras que el TGFB activa a los fibroblastos, produciendo un
fenotipo modificado que secreta un amplio rango de proteinas de la matriz y de factores de
crecimiento (Bruna, et al., 2007).

También ha sido estudiada la capacidad de PDGF para modular la respuesta inmune en
modelos de tumores preclinicos. Ademas, PDGF estimula la migracién de monocitos y la
expresion de MMP2 y MMP9 (Wagsater, et al., 2009). PDGF también inhibe potentemente la
citotoxicidad de las células natural killer (Gersuk, et al., 1991). Ademas, se ha demostrado que
PDGF puede modular la via de sefializacion de NFkB, la cual estd directamente implicada en la
regulacion de la funciéon inmune (Wang Z., et al., 2007). Por otro lado, en el microambiente
interactivo del tumor-estroma, PDGF puede modular las funciones inmunosupresoras
inducidas por TGFB, tales como el la inhibicién de la migraciéon de macréfagos y el IFNy (Bissell,
et al., 2001).

De acuerdo con todas estas observaciones, varios estudios han mostrado que anticuerpos
neutralizantes anti-PDGF inhiben la transformacidon celular mediada por oncogenes (Johnsson,
et al., 1985). Existen reactivos especificos anti-PDGF, tales como anticuerpos neutralizantes
contra ligandos de PDGF o contra sus dominios extracelulares que estan en desarrollo. Sin
embargo, varios inhibidores de la tirosin-quinasa estan actualmente disponibles en la clinica,
incluyendo imatinib, sunitinib, pazopanib y sorafenib, los cuales puede inhibir la sefializacion
de PDGF (Davids, et al., 2009; Escudier, et al., 2007; Motzer, et al., 2007).

Recientemente, se ha mostrado que el imatinib (Glivec®), un inhibidor de la tirosin-quinasa

especifico para los receptores de PDGF, ejerce un significativo efecto inhibidor sobre la
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proliferacién, la invasién y la migracidon de las células tumorales en el cancer de mama, asi
como una disminucion de la expresidon en la superficie celular de heparin sulfato
proteoglicanos (HSPG), incluso después de la exposicion de PDGF. Estos efectos dependen de
la agresividad de las células de cdncer de mama vy el tipo de HSPG. Por ello, se considera que el
imatinib posee una potencial utilidad terapéutica en los pacientes con cdncer de mama
(Malavaki, et al., 2013).

Tras realizar los cocultivos de los CAFs con ambas lineas tumorales, hemos observado que las
células tumorales tienen también una alta expresiéon de uPA. Esta observacién esta en
concordancia con el hecho de que los tumores malignos tienen la capacidad de degradar la
ECM mediante una protedlisis controlada. El sistema activador del plasmindgeno tipo
uroquinasa esta involucrado en estos procesos y se compone de uPA, el receptor de uPA
(uPAR) e inhibidores (PAI-1 y PAI-2) (Blasi, 1999). El receptor de uPA juega un papel crucial
tanto en la protedlisis pericelular como en la invasién y en la progresion tumoral (Gong, et al.,
2000).

La unién de uPA a su receptor, implica la activacién de una proteolisis en la superficie celulary
la accion de uPA puede intensificarse resultando en la degradacién de la matriz y, en
consecuencia, el crecimiento, la invasién y la metastasis tumoral (Andreasen, et al., 1997;
Hjertner, et al., 2000).

El aumento de las concentraciones tisulares de uPAR han sido observadas tanto durante la
invasiéon tumoral inicial como durante la metdstasis a otros drganos (Abendstein, et al., 2000;
Fisher, et al., 2000). Varios estudios recientes también han mostrado que la uPA, el uPAR y el
PAI-1 estan relacionados con la supervivencia global de los pacientes con cancer de mama, lo
que sugiere que estos biomarcadores son utiles para predecir la evolucion clinica en este tipo
de tumores (Andres, et al., 2012). De hecho, uPA es considerado un indicador prondstico
independiente de metastasis y recurrencia, particularmente en el caso del cancer de mama

(Chen J., etal., 2001; Duffy, et al., 1998; Duffy, et al., 1988; Duffy, et al., 1990; Knoop, et al.,
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1998; McMahon, et al., 2008; Thomssen, et al., 2009), ya que aumenta la migracion de las
células tumorales gracias a la degradacion de la ECM, lo que permite a las células tumorales
tener acceso a la circulacion sistémica y colonizar varios érganos (Moreau, et al.,, 2011).
Ademas, la expresién del uPA y de la MMP13 se relaciona con la transicién de CDIS a CDI

(Radisky, et al., 2007).

El TIMP1 es uno de los cuatro inhibidores naturales de las MMPs. El TIMP1 es una proteina
multifuncional, ya que ademas de su funcién inhibidora de las MMPs, es también conocido por
promover el crecimiento celular, inhibir la apoptosis, y estd probablemente involucrado en la
regulaciéon de la angiogénesis (Wurtz, et al., 2008b; Wurtz, et al., 2005). Niveles elevados de
MRNA vy proteina de TIMP1 han sido detectados en muchos tipos de tumores, incluyendo el
cancer de mama. Varios estudios han observado la asociacidn existente entre altos niveles de
TIMP1 y un mal prondstico, tanto a nivel de ARNm y como a nivel proteico en el cancer de
mama (Kuvaja, et al., 2007; McCarthy, et al., 1999; Schrohl, et al., 2003; Schrohl, et al., 2004;
Talvensaari-Mattila, et al., 2005; Wu Z. S, et al., 2008; Wurtz, et al., 2008a). Ademads, algunos
estudios han descrito a TIMP1 como un marcador predictivo para la quimioterapia y la terapia
hormonal, en la que la falta de respuesta se ha relacionado con altos niveles de TIMP1 (Lipton,
et al., 2008; Schrohl, et al., 2006; Zhu, et al., 2012). De hecho, se ha demostrado que una alta
expresion de TIMP1 podria disminuir significativamente la sensibilidad de la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-435 a la epirubicina y al paclitaxel, dos tratamientos
antineoplasicos. El TIMP1 puede, ademas, activar potentemente las vias de sefializacién del
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K) / Akt y del NFKB. Asi, la atenuacién de TIMP1 inducida por el
efecto de la epirubicina y paclitaxel fue revertida mediante la utilizacion de inhibidores
quimicos frente a PI3K/Akt y a NFkB, lo que demuestra que las vias de sefializacién de
PI3K/Akt y NFKB estan involucradas en el efecto inducido por TIMP1 en la quimio-resistencia.

En resumen, todos estos datos indican que el TIMP1 disminuye la quimiosensibilidad a través
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de la via de transduccion de sefial de PI3K/Akt/NFKB en células de cancer de mama MDA-MB-

435 (Fu, et al., 2011).

Nuestros resultados demuestran que los CAFs estimulan la expresién de todos los factores a
los que se ha hecho referencia en lineas celulares de cdncer de mama de alta y baja
agresividad. Sin embargo, también es importante la existencia de algunas diferencias en la
expresién de varios factores después de que los CAFs fuesen cocultivados con las lineas MCF7
o con MDA-MB-231. Asi, mientras que MDA-MB-231 mostré un aumento de la expresién de
MMP9, MCF7 mostré un aumento de la expresiéon de FGF2, CXCL2 e IGF2.

Como ya fue descrito anteriormente, la MMP9 juegan un importante papel en el crecimiento
del tumor y en el desarrollo de metastasis, lo que contribuye a la agresividad de linea celular
metastdsica MDA-MB-231. También es notable el hallazgo de que los CAFs aumentaron la
expresion por MCF7 de varios factores, tales como FGF2, CXCL2, MMP11 e IGF2, los cuales que

estan asociados a un comportamiento mas agresivo en el cancer.

El FGF2 juega un papel esencial tanto en los procesos fisiolédgicos como en los patoldgicos
mediante la interaccidn con receptores especificos en la superficie celular (Beenken, et al.,
2009; Korc, et al., 2009). Cada vez existen mas evidencias de que el FGF2 promueve la
proliferacién de las células tumorales a través de la activacion de la via Ras/Raf/MEK/ERK
(Lazar-Molnar, et al., 2000; Lefevre, et al., 2009; Nesbit, et al., 1999; Smalley, 2003). Ademas,
se ha encontrado una concentracion significativamente mayor de FGF2 en suero de pacientes
con cancer de mama respecto a sus controles normales normales (Granato, et al.,, 2006;
Hewala, et al., 2010). Recientemente, se ha descrito que el crecimiento expansivo de dos
lineas celulares de glioblastoma esta mediado por FGF2 (Podergajs, et al., 2013). De acuerdo
con estos datos, existe un trabajo previo en el que se muestra que la concentracion de FGF2

esta relacionado con la proliferaciéon y progresion tumoral de las CSCs CD44 (+)/CD24 (-), a
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través de la transicion de la fase de reposo a la de divisidn en el ciclo celular en la linea celular
MCF7 (Yang, et al., 2012).

Debido a que una alta expresion de FGF2 y/o sus receptores es cominmente detectada en
tumores, el desarrollo de antagonistas frente a FGF2 y a sus receptores ha sido considerado
como una estrategia potencial para la terapia del cancer (Cronauer, et al., 2003; Li Q., et al.,

2012b; Rusnati, et al., 2007; Wu X., et al., 2013).

El CXCL12 es una quimiocina altamente pleiotrépica, que influye en una gran variedad de
procesos bioldgicos mediante la interaccién con su receptor CXCR4. Es particularmente
importante en la respuesta inmune, actuando como un potente factor quimiotactico para
linfocitos T maduros y monocitos (Bleul, et al., 1996). Al menos en ratones inmunodeficientes,
CXCL12 puede promover la supervivencia y la proliferacién de las células tumorales de mama
(Orimo, et al., 2005). Ademads, puede inducir la produccién de MMPs (Fernandis, et al., 2004)
y promover la invasion de células de cancer de mama in vitro (Liang, et al.,, 2005). Se ha
observado su expresién en varias lineas celulares (Kang H., et al., 2005b), asi como en tumores
de pacientes con cancer de mama, siendo mas abundante en tumores con ganglios linfaticos
positivos, en tumores de pacientes con recidivas o en aquellos de pacientes con metdstasis o
gue no sobreviven (Kang H., et al.,, 2005a; Kang H., et al., 2005b). En un estudio previo se
demostré que la que la co-implantacion de células tumorales con fibroblastos que expresan
CXCL12 aumenta el crecimiento del tumor y promueve la vascularizacidon de los tumores en
desarrollo.

El receptor CXCR4 se encuentra a menudo altamente expresado en tumores mamarios y se ha
relacionado con un mal prondstico en pacientes con cancer de mama (Muller, et al., 2001;
Salvucci, et al.,, 2006). Se ha mostrado, ademas, que la sefializacion de CXCL12-CXCR4
desempena un papel en el crecimiento tumoral, invasion, la angiogénesis y el reclutamiento de

células de la médula ésea (Fernandis, et al., 2004; Kishimoto, et al., 2005; Kryczek, et al., 2007;
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Lee B. C,, et al., 2004; Orimo, et al., 2005; Petit, et al., 2007); contribuyendo a la metastasis y
al peor pronéstico clinico en pacientes con cancer de mama. Asi mismo, la expresién de CXCR4
en células tumorales de mama promueve las metastasis por atraccidén de las células tumorales
a los sitios con elevada expresion de CXCL12, tales como los ganglios linfaticos (Muller, et al.,
2001).

Recientes estudios sobre de la sefializacién autocrina de CXCL12 han indicado que este factor
puede inducir la diferenciacion de monocitos en una poblacién distinta de macréfagos
proangiogénicos e inmunosupresores en el microambiente tumoral (Sanchez-Martin, et al.,
2011). Los resultados de estos estudios indican que elevadas expresiones de CXCL12 en el
microambiente tumoral pueden alterar la capacidad invasiva, asi como a las células inmunes
asociadas a tumores que son reclutados hacia estos. Altas expresiones de CXCL12 han sido
relacionadas, ademas, con un incremento de metdstasis y un mal prondstico en pacientes con
cancer de mama (Kang H., et al., 2005b). Asi, la expresién de CXCL12 por las células tumorales
mamarias puede mejorar la invasion in vivo en el microambiente tumoral a través del
reclutamiento de macréfagos. Esta mejora de la invasion depende de la sefializacion de CXCR4
y, muy probablemente, se produce a través de la activacidn de CXCR4 en los macréfagos, lo
que produce un aumento de las interacciones paracrinas con las células tumorales en el
microambiente tumoral. El aumento de la secrecién de CXCL12 también da lugar a una mayor
densidad microvascular, lo que puede estar mediado por los macrdfagos asociados a tumores,
y contribuye a la arquitectura tumoral alterada. Estos resultados ponen de manifiesto como la
regulacién de las células tumorales del microambiente local puede aumentar la invasién y la
motilidad, contribuyendo asi a una mayor malignidad del tumor (Boimel, et al., 2012).

Varios agentes han sido utilizados para bloquear la interaccidon entre CXCL12 y CXCR4 como un
medio para inhibir las metastasis. Estos incluyen anticuerpos neutralizantes
anti-CXCR4 (Liang, et al.,, 2004; Muller, et al., 2001), inhibidores farmacoldgicos como

AMD3100 (Smith, et al., 2004) y T140 (Tamamura, et al., 2003), y pequefios ARNs de
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interferencia dirigidos a CXCR4 (Liang, et al., 2005; Smith, et al., 2004). También ha sido
estudiado el bloqueo de la via de sefializacion CXCL12-CXCR4 como tratamiento en el cancer

de mama (Duda, et al., 2011; Epstein, 2004).

Los IGFs juegan un importante papel en el desarrollo de la gldndula mamaria normal, asi como
en la biologia del cancer de mama (Chitnis, et al., 2008; Rowzee, et al., 2008; Surmacz, 2000;
Werner, et al., 2000). El IGF1 y el IGF2 son los péptidos similares a la insulina mas estudiados.
Estos factores estan conservados evolutivamente y son conocidos por ser reguladores clave en
el metabolismo energético y en el crecimiento celular (Djiogue, et al., 2013). La participacion
de los IGFs en la carcinogénesis se atribuye a su papel en la vinculacion al metabolismo que
requiere un alto consumo de energia, al aumento de la proliferacion celular y, a la supresion
de la apoptosis. Por lo que los IGFs han sido propuestos como mecanismo clave de unién entre
la resistencia a la insulina y el cancer (Djiogue, et al., 2013). También ha sido demostrada la
induccion de la angiogénesis por el IGF2 a través de la estimulacidn de la migracién y la
diferenciacion morfoldgica de las células endoteliales (Lee O. H., et al., 2000). De hecho, se ha
observado una mayor expresion de este factor en el estroma de carcinomas mamarios
invasivos respecto al tejido normal (Shekhar, et al., 2001; Singer, et al., 1995), y se asocia con
la progresion tumoral en este tumor (Cullen, et al., 1992).

La sefalizacidon de IGF2 se produce a través de tres receptores, entre los que se encuentra la
isoforma A del receptor de la insulina (IR-A) y el receptor de IGF1 (IGFIR). La mayoria de las
acciones bioldgicas de IGF2 estan mediadas por el receptor IGFIR, el cual contiene una tirosin-
quinasa, y posee potentes actividades relacionadas con la supervivencia celular y con la
inhibicidn de la apoptosis (Belfiore, et al., 2008; Pollak, 2008; Samani, et al., 2007; Werner, et
al., 2009). La presencia del IGFIR es un requisito previo fundamental para la adquisicién de un

fenotipo neoplasico, por lo que las células con alteraciones en el gen de IGFIR, con algunas
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excepciones, no se someten a la transformacién maligna cuando se exponen a agentes
oncogénicos (Sell, etal., 1993).

En cuanto a su unién con IR-A, hay varios estudios demostrando que una elevada expresidn de
IGF2 puede mediar con varios efectos cancerigenos a través de este receptor (Wang Y., et al.,,
2012b). Ademas, los receptores con dominio discoidina, los cuales estan implicados en la
migracion celular y la metastasis tumoral, y el receptor de efrina B4, que esta implicado en la

migracion celular, se activan predominantemente por IGF2 (Djiogue, et al., 2013).

V. Influencia de varias reclasificaciones de tumores.

Considerando la totalidad de los casos de cancer de mama incluidos en el presente estudio,
nuestros resultados demuestran que los CAFs difieren de los NAFs con respecto a su perfil
molecular. Ademds, ambos muestran comportamientos especificos con respecto a la secrecion
de varios factores estromales tras ser cocultivados con las lineas tumorales MDA-MB-231 o
MCF7. Pero también es importante analizar si existe variabilidad de los resultados cuando los
tumores son reclasificados segun las caracteristicas intrinsecas del tumor o las caracteristicas
del estroma. Por lo tanto, se realizd el andlisis de los datos teniendo en cuenta el grado
histoldgico cldsico o expresion de HER2 y la expresiéon de MMP11 por los CMls; ya que los
tumores con expresién positiva de MMP11 en las CMIs estdn asociados con una alta
ocurrencia de metastasis a distancia (Gonzalez L. O., et al.,, 2007) y con un alto perfil
inflamatorio (Eiro, et al., 2012a) en comparacién con los tumores que muestran una expresion

negativa de MMP11 en las CMls.
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V.1 Influencia de la reclasificacion de los tumores en el perfil

molecular de los CAFs y los NAFs.

Hemos observado que los CAFs de tumores que poseen un grado de diferenciacién histoldgico
SBR I-1I tienen niveles mas altos de IL6, MMP11 e IGF2, en comparacidn con los tumores con
grado SBR Ill. En el caso de los NAFs, se observd una mayor expresion significativa de PDGFB,
uPA, MMP9 e IGF2, en los NAFs de tumores que poseen un grado de diferenciacién histoldgico
SBR I-1l, respecto a los NAFs con SBRIIl. Por otro lado, los CAFs procedentes de tumores con el
ganglio centinela negativo poseen expresiones mas elevadas de MMP9 e IGF2, comparados
con los CAFs asociados a tumores con el ganglio centinela positivo, mientras que la expresion
de PDGFB, MMP2 y TIMP1, fue significativamente mayor en este ultimo grupo de CAFs. En el
caso de los NAFs, se observd una expresién mas elevada de IL8, en los NAFs procedentes de
tumores con el ganglio centinela negativo respecto a los procedentes de tumores con el
ganglio centinela positivo.

Estos resultados parecen indicar que la agresividad morfoldgica de los tumores se relaciona
mas bien poco con el perfil molecular de los CAFs.

Sin embargo, nuestros resultados muestran varias diferencias significativas al reclasificar los
casos en relacion con la expresiéon de la MMP11 por las CMls. Por consiguiente, hemos
encontrado que los CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) para las CMIs tienen una
expresion mas elevada de CXCL12, S100A4, HGF, VEGFA y TIMP1 en comparacion con los CAFs
procedentes de tumores con la MMP-11(-) para las CMIs (Figura 55). Estos resultados parecen
estar de acuerdo con nuestros datos anteriores que indican que estos tumores presentan un
comportamiento mas agresivo, ya que como se ha descrito anteriormente estos factores estan
relacionados con la progresiéon tumoral. Asi mismo, los NAFs procedentes de tumores con
MMP11(+) para las CMls tienen niveles mas altos de IL8 y de FGF2, comparados con los NAFs
asociados a tumores con MMP11(-) para las CMls (Figura 55). Por lo tanto, teniendo en cuenta
la importancia bioldgica de la IL8 y el FGF2 en la progresiéon del tumor, estos resultados
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parecen indicar que los NAFs de tumores MMP11(+) para las CMIs apoyan el nicho tumoral

facilitando su crecimiento.

V.2 Influencia de la reclasificacion de los tumores en el
cambio del perfil molecular de los NAFs o los CAFs.

Por otro lado, si se considera que el origen de los CAFs son los NAFs residentes, también son
notables nuestros hallazgos de las diferencias en el perfil molecular de ambos dependiendo del

tipo de tumor (Figura 55).
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Figura 55. Factores cuya diferencia de expresidén es significativa al reclasificar los NAFs y los
CAFs segun la expresion de MMP11 por las CMls. Azul: factores significativos al comparar los
NAFs de ambos grupos; rojo: factores significativos al comparar los CAFs de ambos grupos;

naranja: factores significativos al comparar los CAFs con los NAFs.
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Estos resultados parecen indicar una evolucidon diferente del fenotipo de los CAFs
dependiendo de si los tumores son positivos o negativos para la MMP11 en las CMls. Asi, los
CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMIs tienen niveles de expresion mas
elevados de FGF7, IL6 e IL8, CCL2, MMP2, MMP9 y MMP11, pero menores niveles de expresion
de TGFB y FGF2 en comparacidon con los NAFs asociados. Sin embargo, los CAFs procedentes de
tumores con la MMP11(+) para las CMIs poseen mayores niveles de expresién de FGF7, IL6,
CCL2, CXCL12, MMP2 y MMP11, pero menores niveles de expresién de S100A4, TGF3, PDGFB y
TIMP1, en comparacidon con los NAFs asociados. Por consiguiente, un total de 8 factores
mostraron un patrén diferencial dependiente de la clasificacion tumoral segun la expresion de
MMP11 por las CMls. Asi mismo, nuestros resultados muestran diferencias significativas en el
perfil molecular de los CAFs dependiendo del tipo de tumor; los CAFs procedentes de tumores
con la MMP11(+) para las CMIs mostraron expresiones mas elevadas de S100A4, HGF, CXCL12,
VEGFA y TIMP1, pero menores niveles de expresién de PDGFB y CCL2, comparados con los
CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMIs. Como se puede ver, los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMIs muestran altos niveles de estos
factores estromales protumorales en comparacién con los CAF procedentes de tumores con la
MMP11(-) para las CMls. Todo esto sugiere que los CAFs pueden contribuir a la agresividad
bioldgica y al comportamiento clinico de los tumores a través de la creacion de un
microambiente favorable para las células tumorales en los carcinomas mamarios.

Respecto al hecho de que los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls
mostraron niveles CCL2 mas altos, es digno de mencién que esta citoquina también puede
actuar atrayendo a las células inmunes antitumorales (Lanca, et al., 2013; Molon, et al., 2011;
Rollins, et al., 1991) y es requerida para la inmunovigilancia eficiente, lo que implica que la
inhibicion de la CCL2 puede promover la neocarcinogénesis, asi como el desarrollo de
metadstasis. La CCL2 es un importante factor quimiotdctico para los monocitos, por lo que la

inhibicion de CCL2/CCR2 puede disminuir el reclutamiento tanto de macréfagos asociados al
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tumor como de células supresoras derivadas de la linea mieloide al tumor y, por consiguiente,

la reduccién de crecimiento del tumor primario (Siveen, et al., 2009).

V.3 Influencia de la reclasificacion de los tumores sobre el
perfil molecular de los CAFs tras el cocultivo de estos con lineas
tumorales de cancer de mama que presentan diferentes grados

de potencial metastatico (MCF7 y MDA-MB-231).

En el presente estudio también se investigd la posible influencia de la reclasificacién de los
tumores, segun la expresion de la MMP11 por las CMls, sobre el perfil molecular de los CAFs
mediante el cocultivo de estos con lineas tumorales de cancer de mama que presentan

diferentes grados de potencial metastatico (MCF7 y MDA-MB-231) (Figura 56).
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Figura 56. Factores cuya diferencia de expresién es significativa al comparar la expresion basal
de los CAFs, divididos segln nuestra reclasificacion, con la expresion de éstos tras ser
cocultivados con ambas lineas tumorales, asi como las diferencias de expresion al comparar

ambas poblaciones de CAFs. Se muestran las diferentes comparaciones realizadas y, en cada
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una de ellas, el color de los factores representa una mayor expresiéon por los CAFs

representados con el mismo color.

Los resultados obtenidos tras comparar los niveles basales de expresion de los factores
analizados por los CAFs sin cocultivar con los CAFs después de ser cocultivados con la linea
tumoral MCF7, mostraron que tanto los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para
las CMIs como los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls, poseen
expresiones mas elevadas para TGFB y VEGFA, pero mostraron menores niveles de expresion
de CCL2 y NFkB. Sin embargo, existen algunas diferencias de expresién entre ambos tipos de
CAFs. Asi, los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMIs mostraron ademds
altos niveles de expresion de PDGFB y menores de MMP11 después de ser cocultivados con la
linea tumoral MCF7.

Con respecto a la comparacion de los niveles basales de expresion de los factores analizados
por los CAFs sin cocultivar con los CAFs después de ser cocultivados con la linea tumoral MDA-
MB-231, nuestros resultados mostraron que tanto los CAFs procedentes de tumores con la
MMP11(-) para las CMIs como los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las
CMls, tienen mayor expresién de VEGFA. Sin embargo, aqui también encontramos algunas
diferencias de expresién entre ambos tipos de CAFs. Asi, mientras que los CAFs procedentes de
tumores con la MMP11(-) para las CMIs mostraron niveles de expresion mas elevados de la ILS,
los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMIs mostraron mayores niveles
de expresién de TGFB, pero menores niveles de NFkB después ser cocultivados con la linea
tumoral MDA-MB-231.

Es remarcable el hallazgo de que al comparar directamente los niveles de expresién de los
factores entre los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMIs y los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMIs, después de ser cocultivados con la
linea tumoral MCF7, se encontraron que los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-)

para las CMls expresan niveles mas altos de PDGFB, CCL2, MMP9, MMP11, IGF2 e IL6, pero
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tienen niveles mds bajos de expresion de S100A4 y CXCL12, en comparacion con los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls. Sin embargo, después de ser
cocultivados con la linea tumoral MDA-MB-231, los CAFs procedentes de tumores con la
MMP11(-) para las CMIs mostraron niveles mas bajos de HGF, FGF2, PDGFB, CXCL12, y de uPA,
pero tuvieron niveles de expresién mas altos de IGF2 y MMP9, en comparacién con los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls. Por consiguiente, podemos concluir
que los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls tienen una expresion
mas elevada de estos factores en comparacion con los CAFs procedentes de tumores con la
MMP11(+) para las CMIs cuando ambos son cocultivados con la linea tumoral MCF7. Sin
embargo, los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMlIs tienen mayor
expresion de un mayor nuimero de factores en comparacién con los CAFs procedentes de
tumores con la MMP11(-) para las CMIs cuando ambos son cocultivados con la linea tumoral
MDA-MB-231.

Estos resultados nos llevaron a considerar que CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+)
para las CMIs pueden estimular a las células tumorales, especialmente a aquellas con un
mayor potencial metastasico.

También es importante nuestra conclusidon de que los CAFs procedentes de tumores con la
MMP11(+) para las CMlIs expresan niveles mas altos de CXCL12 que los CAFs procedentes de
tumores con la MMP11(-) para las CMIs, cuando ambos fueron cocultivados tanto con la linea
MCF7 como con la linea MDA-MB-231. Tal como se indicé previamente, este factor estd
especialmente asociado con acciones bioldgicas clave que confieren agresividad al tumor.
Respecto a las diferencias en la expresion de los factores a estudio en ambas poblaciones de
CAFs segln éstos fuesen cocultivados con una u otra linea tumoral, se observé que los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls, experimentaban un aumento en la
expresion del TIMP1 tras ser cocultivados con la linea tumoral de menor agresividad MCF7

respecto al cocultivo de éstos con la linea de mayor agresividad MDA-MB-231, en cambio;
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cuando éstos eran cocultivados con la linea MDA-MB-231, se producia un aumento en la
expresion de la IL8 y CXL12 respecto a los cocultivados con la linea MCF7. En cuanto a los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls, éstos experimentaron un aumento
en la expresion de CXCL12 tras ser cocultivados con la linea tumoral MCF7 respecto a los
cocultivados con la linea MDA-MB-231, pero esta poblacién de CAFs experimentaba una mayor
expresién de FGF2, PDGFB, NFkB y MMP9 cuando era cocultivada con la linea tumoral de
mayor agresividad. Estos datos nos llevan a considerar el efecto reciproco existente entre las
células tumorales y el estroma tumoral, ya que en los cocultivos realizados, el caso donde se
observa una mayor expresién de factores asociados con la progresidon tumoral es al cocultivar
los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMIs con la linea tumoral de

mayor agresividad MDA-MB-231.

V.4 Influencia de la reclasificacion de los tumores sobre el
perfil molecular de lineas tumorales de cancer de mama que
exhiben diferentes grados de potencial metastatico (MCF7 y

MDA-MB-231) cocultivadas con los CAFs.

Finalmente, se analizd si los diferentes tipos de CAFs, de acuerdo a nuestra reclasificacion,
difieren en su capacidad para estimular la produccidon de varios factores por las dos lineas

celulares de cancer de mama (MCF7 y MDA-MB-231) (Figura 57).
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Figura 57. Factores cuya diferencia de expresidn es significativa al comparar la expresion basal
de las lineas tumorales con la expresidn de éstas tras ser cocultivadas con ambas poblaciones
de CAFs. Los factores en azul representan los factores con mayor expresién en las lineas
tumorales sin cocultivar, los factores en rojo representan los factores con mayor expresién por
las lineas tras ser cocultivadas con CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las
CMls vy, los factores en verde representan los factores con mayor expresion las lineas
tumorales tras ser cocultivadas con CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las

CMls.

En ambas lineas tumorales, se encontré que tras ser cocultivadas tanto con los CAFs
procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMIs como con los CAFs procedentes de
tumores con la MMP11(+) para las CMIs, se producia un aumento significativo en la expresién
de varios factores, tales como S100A4, TGFB, FGF2, FGF7, PDGFA, PDGFB, VEGFA, IL6, IL8, uPA,

MMP2, MMP11 y TIMP1l. Ademads, ambas lineas tumorales muestran comportamientos
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especificos con respecto a la secrecidn de varios factores estromales tras ser cocultivados con
los CAFs. Asi, la linea tumoral MDA-MB-231 muestra un aumento significativo en la expresion
de la MMP9 tras ser cocultivada con ambas poblaciones de CAFs respecto a su expresion basal.
En cambio, la linea tumoral MCF7 experimentd un aumento significativo en la expresién de
CXCL12, CCL2, NFkB e IGF2 tras realizarse los cocultivos. Por consiguiente, estos resultados nos
llevaron a considerar que los CAFs, independientemente de nuestra reclasificacidon, parecen
contribuir a un aumento en la capacidad para producir factores estromales contribuyendo asi a
la progresion tumoral.

En cuanto a la expresion diferencial de los factores a estudio segun las lineas tumorales fuesen
cocultivadas con los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMIs o
cocultivadas con los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para las CMls; se observd
qgue en ambas lineas tumorales existen diferencias en los factores incrementados en funcion
de la poblacién de CAFs con que han sido cocultivadas. Asi, en la linea tumoral MCF7 se
observé una mayor expresion de S100A4, FGF7, uPA, CXCL12, CCL2 Y NFkB, si ésta era
cocultivada con los CAFs procedentes de tumores con MMP11(-) para las CMls, respecto a la
linea cocultivada con los CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) para las CMls. Por el
contrario, existié un aumento de expresion de TGFB, PDGFA, PDGFB, IL6, IL8 y TIMP1, si la
linea era cocultivada con estos ultimos CAFs. Respecto a la linea tumoral MDA-MB-231,
muestra también diferencias de expresion significativas de varios factores segin haya sido
cocultivada con una u otra poblacién de CAFs. Asi existido una mayor expresion de TGFB, FGF7,
PDGFB, MMP2 y MMP11, por la linea MDA-MB-231 si ésta era cocultivada con los CAFs
procedentes de tumores con MMP11(-) para las CMls, respecto a la linea cocultivada con los
CAFs procedentes de tumores con MMP11(+) para las CMls. Por el contrario, existid un
aumento de expresion de FGF2, uPA, IL8 y TIMP1, si la linea era cocultivada con estos ultimos

CAFs.
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Asi pues, nuestros resultados parecen indicar que ambas poblaciones de CAFs inducen un
incremento en la produccidn de factores relacionados con la progresion tumoral en ambas
lineas celulares de cancer de mama. Aunque al comparar el efecto de cada una de las
poblaciones de CAFs sobre ambas lineas tumorales observamos que existen diferentes
patrones en la induccién de los factores a estudio, es dificil establecer que esto se traduzca en
una diferente agresividad tumoral, si ésta agresividad dependiese exclusivamente en el efecto
sobre las lineas tumorales de cancer de mama.

Por ello, nuestros datos nos llevaron a considerar que nuestra reclasificacién influye, de forma
diferenciada, mas en la expresién de factores relacionados con la progresién tumoral por los
fibroblastos del estroma que en la expresién de estos factores por la propia célula tumoral,
poniendo asi de manifiesto la importancia del estroma en la progresién tumoral.

Por otro lado, es importante el hecho de que el medio condicionado de ambas poblaciones de
CAFs aumenté la capacidad invasiva de la linea tumoral MDA-MB-231 en los ensayos de
invasion en Matrigel, pero este efecto fue mayor cuando la linea tumoral tuvo como
quimioatrayente el medio condicionado de los CAFs procedentes de tumores con MMP11(+)
para las CMls. En cambio, no se observd ninglin cambio en la capacidad invasiva de la linea
tumoral MCF7, lo que es consistente con otros estudios, ya que esta linea se suele utilizar
como control negativo en los ensayos de invasidon debido a su bajo potencial metastdsico
(Booden, et al., 2004). Esto podria indicar que los CAFs procedentes de tumores con
MMP11(+) para las CMIs contribuyen especialmente una mayor invasividad tumoral en las
células cancerosas mas agresivas.

En resumen, nuestros resultados en la poblacién general del estudio demuestran un papel
dindmico de los CAFs en la progresion tumoral del carcinoma mamario. Si se considera que el
origen de los CAFs son los NAFs residentes, el paso de los NAFs a los CAFs estad asociado a
cambios moleculares, los cuales implican una mayor expresidn de algunos factores de

importancia bioldgica en la progresién tumoral. Ademas, nuestros resultados muestran que los
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CAFs modificaron su perfil molecular tras ser cocultivados con lineas tumorales de diferente
agresividad bioldgica, mostrando una expresién mds elevada de estos factores. Asi mismo,
tanto la linea tumoral de cdncer de mama MDA-MB-231 como la linea MCF7, aumentan la
expresion de muchos de estos factores cuando son cocultivadas con los CAFs. Todos estos
datos sugieren una interaccidn cruzada entre los CAFs y las células tumorales que resulta en un
aumento de varios factores que promueven el crecimiento tumoral. Sin embargo, nuestros
resultados también muestran la importancia de la caracterizacion de los fenotipos moleculares
del estroma, asi tanto los NAFs como los CAFs procedentes de tumores con la MMP11(+) para
las CMIs mostraron una mayor expresion de varios de los factores a estudio en comparacion
con los NAFs y CAFs procedentes de tumores con la MMP11(-) para las CMls.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron diferencias funcionales entre ambas poblaciones
de CAFs cuando estos fueron cocultivados con las lineas tumorales MCF7 y MDA-MB-231.
Ademas, después de realizar los cocultivos, se observd que ambas lineas tumorales tenian una
mayor expresidén de los factores a estudio, siendo este aumento diferente en funcién de la
poblacién de los CAFs utilizados para los cocultivos, segin nuestra reclasificaciéon. Todos estos
resultados nos llevan a considerar que nuestra clasificacidon segun la expresién de MMP11 por
las CMIs identifica una poblacién de CAFs dotada de una mayor capacidad de secreciéon de los
factores a estudio, apoyando el papel de la heterogeneidad del estroma en la progresién
tumoral. Asi mismo, los ensayos de invasion mostraron que los CAFs procedentes de tumores
con MMP11(+) para las CMIs contribuyen a una mayor invasividad tumoral en las células
cancerosas mas agresivas.

Todos estos resultados nos han llevado a considerar que los CAFs procedentes de tumores con
la MMP11(+) para las CMls, contribuyen a la progresion del tumor. Por consiguiente, nuestros
hallazgos pueden contribuir a una mejor caracterizacién del estroma tumoral con el fin de
mejorar la evaluacién del pronédstico en pacientes con cancer de mama, asi como para definir

las poblaciones de los CAFs como posibles dianas terapéuticas en el cdncer de mama.
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Conclusiones
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1.- Considerando que el origen de los CAFs son los NAFs residentes, el paso de NAFs a CAFs
estd asociado a cambios moleculares, como una menor expresion de S100A4, TGFB, PDGFB,
FGF2 y TIMP1, y una expresién mas elevada de FGF7, IL6, CCL2, MMP2, MMP9 y MMP11 por

este Ultimo tipo de fibroblastos.

2.- Clasificando los tumores en base al grado de diferenciacién histoldgico SBR, existe una
mayor expresion de PDGFB, uPA, MMP9 e IGF2 en los NAFs, y de IL6, MMP11 e IGF2 en los
CAFs, ambos tipos de fibroblastos procedentes de tumores con SBR I-Il respecto a los NAFs y
CAFs procedentes de tumores con SBR Ill. En cuanto a la clasificacién segin la afectacion
ganglionar; existe una mayor expresién de PDGFB, MMP2 y TIMP1 por los CAFs de tumores
con el ganglio centinela positivo, respecto a los CAFs de tumores con el ganglio centinela
negativo, y una expresion mas elevada de MMP9 e IGF2 por este Ultimo tipo de CAFs. Los NAFs
procedentes de tumores con el ganglio centinela positivo presentan una mayor expresién de

IL8, respecto a los NAFs de tumores con el ganglio centinela negativo.

3.- La clasificacion de los NAFs y los CAFs en base a la expresion de MMP11 en las CMls
muestra dos poblaciones con una marcada diferencia en el perfil molecular de los factores a
estudio, asi los NAFs muestran una mayor expresion de FGF2 e IL8 por los NAFs procedentes
de tumores con MMP11(+), comparado con los procedentes de tumores con MMP11(-). En el
caso de los CAFs de tumores asociados a peor prondstico, muestran una mayor expresion de
S100A4, HGF, CXCL12, VEGFA y TIMP1, respecto a los CAFs de tumores de buen prondstico.
Considerando que el origen de los CAFs con los NAFs residentes, el paso de los NAFs a los
CAFs, clasificados en base a la expresion de la MMP11, implica un aumento en la expresién de

varias citoquinas, metaloproteasas, asi como de FGF7.
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4.- Existe una influencia de las lineas tumorales MCF7 y MDA-MB-231 sobre el perfil molecular
de los CAFs, observandose un aumento de factores como proteasas, citoquinas y factores de

crecimiento, independientemente de la expresién de MMP11 por las CMls.

5.- Los CAFs influyen en el perfil molecular de las lineas tumorales MCF7 y MDA-MB-231,
independientemente de su agresividad bioldgica, produciendo un aumento en la expresion de
varios factores de crecimiento, proteasas y citoquinas inflamatorias, lo que contribuye a la
progresion tumoral. Por otro lado, en cuanto a la influencia de los CAFs, divididos segun la
expresion de MMP11 en las CMls, sobre la células tumorales se observan diferentes patrones
en la induccion de los factores a estudio, siendo dificil establecer que esto se traduzca en una
diferente agresividad tumoral. Estos datos nos llevan a considerar que la reclasificacién segun
la expresiéon de MMP11 influye mas en los fibroblastos del estroma que en la propia célula

tumoral, poniendo asi de manifiesto la importancia del estroma en la progresién tumoral.

6.- Los CAFs promueven la capacidad invasiva de la linea tumoral de mayor agresividad MDA-

MB-231, observdndose ademas un efecto mayor con los CAFs procedentes de tumores con

MMP11(+) por CMls.
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