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El cdncer de mama es una proliferacion clonal de células neoplasicas con origen
en la mama. En el afio 2020 el tumor de mama se convirtié en la principal causa
de cancer en todo el mundo, originando la mayor mortalidad, por cancer, en las
mujeres de los paises desarrollados.

El cdncer de mama triple negativo, definido por la falta de expresion del receptor
de estrégeno (RE) y progesterona (RP), asi como del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2), constituye un problema de salud
publica debido a su alta morbilidad y mortalidad. Las pruebas indican que el
desarrollo del tumor y la progresion hacia un fenotipo maligno dependen no sélo
de las células cancerosas en si mismas, sino que también estan profundamente
influenciadas por la reactividad del estroma tumoral. Debido a la ausencia de
dianas terapéuticas, la quimioterapia tiene un papel clave en el tratamiento.

Las células madre mesenquimales (CMMs) son células madre adultas
multipotenciales con propiedades inmuno-moduladoras y con potencial efecto
antitumoral dependiendo de su origen tisular. En este estudio se han aislado y
caracterizado células madre mesenquimales de cérvix uterino (hUCESCs)
obtenidas de frotis citoldgicos, para estudiar el efecto combinado de su
secretoma, también llamado medio condicionado (MC-hUCESCs) y de Ia
quimioterapia (paclitaxel) sobre una linea celular de cancer de mama triple
negativo (MDA-MB-231). El analisis del MC-hUCESCs sugiere que una red de
sefializacion paracrina compleja podria estar implicada en el potencial
antitumoral de las hUCESCs, asi como su sitio de origen, la zona de transicion
cervical humana, ya que tiene caracteristicas Unicas que justifican
biolégicamente las diferentes acciones de las hUCESCs y del MC-hUCESCs.

El presente estudio demuestra, in vitro, que la administracién del MC-hUCESCs
combinado con quimioterapia (paclitaxel) a una linea celular de cdncer de mama
altamente invasivo, tiene un efecto sinérgico inhibitorio de la proliferacion
celular, asi como de la capacidad de invasién de la linea celular MDA-MB-231. A
la luz de su potencial antitumoral, el método de aislamiento celular
minimamente invasivo, misma técnica que para el cribado rutinario de cancer de
cuello uterino, y el hecho de que la liofilizacion de su medio condicionado (MC)
conserva las propiedades originales, hacen que las hUCESCs sean buenas
candidatas para aplicaciones experimentales o clinicas. Este estudio proporciona
conocimientos y perspectivas para el desarrollo futuro de terapias contra el
cancer, combinando MC-hUCESCs con otros tratamientos terapéuticos.

Evaluacidn de una estrategia terapéutica para el cancer de mama triple negativo basada en el secretoma
de células madre mesenquimales del cérvix uterino
6



LA ™

Escuela de Doctorado - ED

Palabras clave: cancer de mama triple negativo, células madre, cérvix uterino,
secretoma, medio condicionado, quimioterapia.

ABSTRACT

Breast cancer is a clonal proliferation of neoplastic cells that starts in the breast.
In 2020, the breast tumor has become the main cause of cancer worldwide and
causes the highest mortality, due to cancer, in women in developed countries.

Triple-negative breast cancer, defined by a lack of expression of estrogen and
progesterone receptor as well as human epidermal growth factor receptor 2,
constitutes a public health issue due to its high morbidity and mortality. Evidence
indicates that tumor development and progression towards a malignant
phenotype depend, not only on cancer cells themselves, but are also deeply
influenced by tumor stroma reactivity. Due to the absence of therapeutic targets,
chemotherapy has a key role in treatment.

Mesenchymal stem cells are multipotential adult stem cells with
immunomodulatory properties and a potential antitumour effect depending on
their tissue origin. In this study, mesenchymal stem cells from de uterine cervix
(hUCESCs) obtained from cytological smears, have been isolated and
characterized to study the combined effect of their secretome, also called
conditioned medium (hUCESCs - CM) and chemotherapy (paclitaxel) on a triple
negative breast cancer cell line (MDA-MB-231). Analysis of hUCESCs-CM suggests
that a complex paracrine signaling network could be involved in the antitumour
potential of hUCESCs, as well as their site of origin, the human cervical transition
zone, as it has unique characteristics that biologically justify the different actions
of hUCESCs and hUCESCs - CM.

The present study shows that, the in vitro administration of hUCESCs - CM
combined with chemotherapy (paclitaxel) to a highly invasive breast cancer cell
line, has a synergistic inhibitory effect on cell proliferation, as well as on invasion
capacity of the MDA-MB-231 cell line. Due to their antitumour potential, the
minimally invasive cell isolation method, the same technique as for routine
cervical cancer screening, and the fact that lyophilization of their conditioned
medium (CM) conserves original properties, make hUCESCs as good candidates
for experimental or clinical applications. The present study provides insights and
perspectives for the future development of anticancer therapy combine
hUCESCs- CM with others therapeutic treatments.

Key words: triple-negative breast cancer, stem cells, uterine cervix, secretoma,
conditioned medium, chemotherapy.
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1. Introduccion

1.1 Anatomia y fisiologia de la mama

En los humanos la diferenciacidon embrionaria de la glandula mamaria es igual en
el hombre que en la mujer. Sin embargo, en la glandula mamaria femenina
ocurren grandes modificaciones estructurales y funcionales relacionadas con el
estado hormonal y la fisiologia del sistema reproductor, convirtiéndola en un
érgano complejo.

Las mamas son glandulas pares y simétricas situadas en la pared toracica anterior
entre las costillas lI-1ll a VI-VII, desde el esterndn a la linea axilar media y una
prolongacién que, a modo de cola, se dirige al hueco axilar.

Las relaciones anatémicas mds importantes de la mama en su conjunto son
musculares. En estrecho contacto con su cara tordcica o interna podemos
distinguir cuatro musculos importantes (Figura 1):

e Pectoral mayor
e Serrato mayor
e Oblicuo externo del abdomen

e Recto anterior del abdomen

Figura 1.Relaciones anatdmicas musculares de la mama: 1.Deltoides, 2.Pectoral Mayor, 3.Serrato
Mayor, 4.0blicuo Externo, 5.Recto Abdominal (Fuente: slideshare.net)

Las mamas se encuentran constituidas por (Figura 2):

1. Porcidén glandular: su unidad funcional es el I6bulo mamario. La mama en
la mujer adulta estd formada por un conjunto de 15 a 20 glandulas

Evaluacidn de una estrategia terapéutica para el cancer de mama triple negativo basada en el secretoma
de células madre mesenquimales del cérvix uterino
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exocrinas tubulo-alveolares, independientes entre si y separadas por
tejido conectivo denso y tejido adiposo (Bland I, Bland K. y Copeland,
2007). Cada lébulo estd integrado por los lobulillos, los conductos
intralobulillares y el conducto terminal, que llega al conducto
segmentario y finalmente se encuentran en el conducto galactéforo, que
drena a través del pezdén. En los conductos distinguimos dos capas
celulares:

e Superficial: constituida por las células ductales o galactofdricas
cuyo epitelio es mas cilindrico hacia el pezédn y mas cubico hacia
los acinos.

e Profunda: dos tipos de células cubicas y células mioepiteliares
sobre la membrana basal.

2. Soporte conjuntivo: desdoblamiento de la fascia pectoral comun, que
constituye el ligamento de Cooper. Desde la porcidn posterior de la
mama, con una pequena banda grasa que le permite deslizarse sobre la
aponeurosis pectoral superficial, manda unos tractos que separan los
distintos Iébulos y que en ciertos puntos alcanzan la superficie dérmica
(crestas de Ducret)

3. Tejido adiposo: representa el relleno de la mama. La separa del plano
profundo pectoral y dentro de la mama, separa a los distintos l6bulos
entre si.

4. Cubierta cutanea: constituida por la piel. La desembocadura de los ductos
principales se produce a nivel del pezdn, que es una estructura cénica
rodeada de un engrosamiento epidérmico discoidal y pigmentado
llamado areola. En el pezdén se encuentran los tubérculos de
Montgomery.

Evaluacion de una estrategia terapéutica para el cancer de mama triple negativo basada en el secretoma
de células madre mesenquimales del cérvix uterino
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Figura 2. Estructura de la mama (Fuente: Fundamentos para la lactancia materna. Carlos
Gonzalez WordPress.com)

5. Sistema circulatorio (Figura 3): La irrigacién arterial procede de la aorta
descendente a través de tres ramas:

e Arterias intercostales posteriores.
e Arteria subclavia.- de la que nace la arteria mamaria interna.

e Arteria axilar.- de la que nace la arteria toracica lateral y que da
lugar a la arteria mamaria externa.

Entre los tres sistemas se establece una red anastomética, que se
concentra en un plexo circular periareolar y en un plexo profundo.

Figura 3. Vascularizacion arterial de la mama: 1.arteria subclavia, 2.arteria toracica superior, 3.arteria
acromio toracica, 4. arteria mamaria externa, 5.arteria toracico lateral, 6.ramas intercostales,
perforantes laterales, 7. perforantes intercostales medias, 8. perforantes de la arteria mamaria interna.
(Fuente: es.slideshare.net)
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El sistema venoso sigue un trayecto paralelo inverso. Por debajo de la areola las
anastomosis venosas forman un plexo circunferencial llamado de Haller (Sierra,
2006).

6. Sistema linfatico (Figura 4): Los vasos linfaticos de la mama adquieren un interés
especial por el hecho de que son invadidos por las neoplasias mamarias y en
ocasiones, deben ser resecados junto con el tejido a extirpar. Se encuentran tres
grupos ganglionares a los cuales drenan los principales plexos:

e Grupo mamario externo

e Grupo retropectoral y subclavio

e Grupo mamario interno:
- Plexo superficial dérmico
- Plexo glandular extralobular
- Plexo perigalactoforo.

Asi mismo son de gran relevancia las conexiones linfaticas existentes entre las
cadenas ganglionares mamarias internas de ambos hemitdrax que favorecen la
extension a la mama contralateral de determinadas neoplasias.

Desde el punto de vista oncolégico, actualmente los ganglios axilares se
consideran divididos en tres grupos de utilidad clinica, los niveles de Berg:

e Nivel I: ganglios desde el borde externo de la glandula hasta el borde
externo del pectoral menor.

e Nivel Il: ganglios situados por detras del pectoral menor.

e Nivel lll: ganglios entre el borde interno del pectoral menor y la entrada
en el mediastino.

Los ganglios o nédulos linfaticos de la axila son de suma importancia en el cancer
de mama. El vaciamiento ganglionar axilar radical implica la extirpacién de los
tres niveles.

Evaluacidn de una estrategia terapéutica para el cdncer de mama triple negativo basada en el secretoma de células
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Figura 4. Retorno linfatico de la mama: 1.territorio supraclavicular, 2.territorio intraclavicular, 3.territotio
axilar, 4.territorio mamario externo, 5.territorio mamario interno, 6.Via de Gerota. (Fuente: Aspectos
anatomicos de interés en cirugia plastica de la mama- clinicaplanas.com)

7. Inervacién: La mama esta inervada por fibras nerviosas sensitivas y simpaticas
localizadas en las ramas cutaneas externa y anterior de los nervios intercostales
qgue discurren a través de los espacios intercostales segundo a sexto (Canby,
2007). Distinguimos tres grupos de nervios que convergen hacia la placa
areolomamilar: grupo anterior, lateral y superior.

El cuarto nervio intercostal lateral es el mas importante para el conjunto areola
pezdn (CAP) inervando a los musculos areolar y mamilar que ejercen la funcién
eréctil del pezoén, indispensables para una buena lactancia, ademas interviene en
la sensibilidad del mismo.

1.2 Epidemiologia del cancer de mama
1.2.1 Epidemiologia del cancer de mama a nivel mundial

El estudio GLOBOCAN, llevado a cabo por la Agencia Internacional para la Investigacién
del Cancer (Internacional Agency for Research in Cancer) (Bray et al., 2018) realiza una
estimacion a nivel mundial de la incidencia, prevalencia y mortalidad del cancer (Figura
5).

Evaluacidn de una estrategia terapéutica para el cdncer de mama triple negativo basada en el secretoma de células
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En el afio 2018 se diagnosticaron en todo el mundo, alrededor de 2,1 millones de nuevos
casos, lo que representa aproximadamente que uno de cada 4 nuevos casos de cancer
diagnosticados en mujeres, son cancer de mama.

HIGADO; 2,8 LINFOMA NO 6 :

OVARIO; 3,4 S HODGKIN: 2,6 ESOFAGO; 3,6 - [
ESTOMAGO; 4,1 OVARIO; 4,4
UTERO; 4,4/ 4 PANCREAS; 4,9

LEUCEMIA; 3,1

TIROIDES; 5,1 HiGADO; 5,6 £

ESTOMAGO; 6,5

COLORRECTAL; COLORRECTAL;
9,5 9,5

8,6 millones de nuevos casos 4,2 millones de muertes |

Figura 5. Incidencia y mortalidad de tipos de cancer en mujeres a nivel mundial (Fuente: graficas
traducidas del estudio GLOBOCAN 2018. Global Cancer Observatory. IARC 2018)

El cadncer de mama en mujeres es el cancer diagnosticado con mas frecuencia en 154
paises (Figura 6), siendo su incidencia a nivel mundial del 24,2%. También es la principal
causa de muerte por cancer en mas de 100 paises; las principales excepciones son
Australia/Nueva Zelanda, Europa del Norte, América del Norte, donde esta precedida
por cancer de pulmdn, y muchos paises del Africa subsahariana, debido a las elevadas
tasas de cancer de cuello uterino (Figura 6). Las tasas de incidencia de cdncer de mama
en mujeres son mas altas en Australia/Nueva Zelanda, Europa del Norte (Reino Unido,
Suecia, Finlandia y Dinamarca), Europa Occidental (Paises Bajos, Francia y Bélgica, que
tiene las tasas mundiales mas altas), Sur de Europa (Italia) y América del Norte.
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Breast (157)
Cervix uteri (23)
Non-melanoma skin cancer (2)
Thyroid (1)

Lung (1)

Liver (1)

Not applicable

Mo data

Figura 6. Mapa mundial que representa el tipo de cancer con mayor incidencia entre las mujeres segun
paises (Fuente: estudio GLOBOCAN 2020. Global Cancer Observatory. IARC 2020).

En términos de mortalidad, el cdncer de mama es la principal causa de muerte por
cancer en mujeres (Figura 7) y origina una de cada 6 muertes por cancer. La enfermedad
ocupa el primer lugar en términos de incidencia y mortalidad en la mayoria de los paises
del mundo (en 157 y 113 paises, respectivamente). La mortalidad mas alta estimada esta
en Melanesia, donde Fiyi tiene las tasas mas altas del mundo.

Breast (113)
Cervix uteri (36)
Lung (27)

Liver (5)
Stomach (3)
Oesophagus (1)
Not applicable
No data

Figura7. Mapa mundial que representa la mortalidad por tipo de cancer en mujeres segun paises.
(Fuente: estudio GLOBOCAN 2020. Global Cancer Observatory. IARC 2020)

Segun el estudio GLOBOCAN del afo 2020 el tumor de mama se ha convertido en Ila
principal causa de cancer en todo el mundo, superando al de pulmdn en cuanto a
numero de casos diagnosticados (Figura 8). El cAncer de mama en mujeres sigue siendo
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el tumor mas comun en todo el mundo (11,7% del total de casos nuevos), seguido del
cancer de pulmédn (11,4%), el colorrectal (10,0%), el de préstata (7,3%) y el de estdmago
(5,6%).

Mama 2.261.419 (11,7%)

Pulmén 2.206.771 (11,4%)

Otros canceres 8.275.743 (42,9%)
Colorrectal 1.931.590 (10%)

Prostata 1.414.259 (7,3%)

Estémago 1.089.103 (5,6%)
Esofago 604.100 (3,1%)

Cérvix uterino 604.127 (3,1%) Higado 905.677 (4,7%)
Total: 19.292.789 casos

Figura 8. Canceres con mayor incidencia en ambos sexos a nivel mundial en el afio 2020 (Fuente: grafica
traducida del estudio GLOBOCAN 2020. Global Cancer Observatory IARC 2020).

1.2.2 Epidemiologia del cancer de mama en Europa

El cdncer de mama es el cancer con mayor incidencia en Europa en el afio 2020 en ambos
sexos, seguido de los canceres colorrectal y pulmén (Figura 9)

Mama 531.086 (12,1%)

Colorrectal 519.820 (11,8%)
Otros canceres 1.901.933 (43,2%)

Pulmén 477.534 (10,9%)

Pancreas 104.100 (3,2%) Prostata 473.344 (10,8%)

Melanoma 150.627 (3,4%) Vejiga 203.983 (4,6%)

Total : 4 398 443

Figura 9. Canceres con mayor incidencia en ambos sexos en Europa en el afio 2020 (Fuente: grafica
traducida del estudio GLOBOCAN 2020. Global Cancer Observatory. IARC 2020).
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madre mesenquimales del cérvix uterino
16



LA ™

Escuela de Doctorado - ED

En Europa, la incidencia del cancer de mama varia segun la regién. En el afio 2018 en el
Norte de Europa la incidencia fue de 84.272 frente a los 169.640 nuevos casos del Oeste
de Europa. En el Centro y Este de Europa se registraron 149.024 y en el Sur la incidencia
fue de 119.577 mujeres. A pesar de esa diferenciacidén por zonas, el cancer de mama
sigue siendo el tipo de cdncer con mayor incidencia en mujeres europeas (Figura 10)

Mama

Colorrectal

Pulmon

Utero

Tiroides

Melanoma

Cervix

Owvario

Linfoma Mo Hodgkin
Rifion

T ¥ k) T T T

'irﬂl il 30 &0 a0 &0 T
Tasa estandarizada por edad por 100.000
Figura 10. Tasa de incidencia de cdncer en mujeres europeas de todas las edades en el afio 2020
(Fuente: grafica traducida del estudio GLOBOCAN 2020. Global Cancer Observatory. IARC 2020)
En 2018 la incidencia del cancer de mama en Europa fue del 26,4% con 522.513 nuevos
casos diagnosticados y la mortalidad de 137.577 mujeres. En el afio 2020 la incidencia

se incremento ligeramente a 531.086 mujeres con una mortalidad de 141.765 mujeres
(Figura 11).

Pancreas Ovario

65 436 (7.5%) 44 053 (5.1%)

Colorrectal Estomago
112939 (13%) 37 542 (4.3%)
Pulmén Utero
124157 (14.3%) 29 963 (3.4%)
Mama i Otros canceres
141 765 (16.3%) 315351 (36.2%)

Figura 11. Mortalidad en mujeres europeas segun tipos de cancer en el afio 2020 (Fuente: Grafica
traducida del estudio GLOBOCAN 2020.Global Cancer Observatory. IARC 2020)
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1.2.3 Epidemiologia del cancer de mama en Espaiia

En Espafia, en el afio 2018 se registraron 32.825 nuevos casos de cancer de mama,

situdndose como el tipo de cancer de mayor incidencia en mujeres (Figura 12), ademas

es el cancer de mayor prevalencia en los ultimos 5 afios (Figura 13), con un total de casos

de 129.928. El niumero de defunciones registradas por cancer de mama fue de 6421,

con una tasa de mortalidad del 5.7 %.

Otros canceres

49 664 (43.4%)

Pancreas
3777{3.3%)

Utero
672834 ({59%)

Mama
32825{28.7%)

Colorrectal
14 428 {12.6%)

Pulmén
6914 {(6¥%)

Total: 114 392

Figura 12. Niumero de casos nuevos de cancer de mama en Espafia en mujeres sin rango de edad, afio
2018 (Fuente: Grafica traducida del estudio GLOBOCAN 2018.Global Cancer Observatory. IARC 2018)

Los canceres mas frecuentemente diagnosticados en mujeres en Espafia en 2020 fueron

los de mamay colon y recto.

Tabla 1. Nimero de nuevos casos de cancer en mujeres en Espafia en el afio 2020 (excluidos los tumores

cutaneos no melanoma). Fuente: REDECAN.

TIPFO TUMORAL
Cavidad Oral y Faringe
Esafago
Estomago
Colon y recto

Colon

Recbo
Higado
Wesicula biliar
Pancreas
Laringe
Pulman
Melanoma de piel
Mama
CéErvix Lerino
Cuerpo Uterino
Onvario
Rifuon (sin pelvis)
Vejiga urinaria
Encéfalo y sisterna nervioso
Tircides
Linfoma de Hodgkin
Linformas no hodgkinianos
Mieloma
Leucemias
Otros

Todos excepto piel no melanoma

2555
475
2874
18.187
12.635
5.552
1.624
1.454
3.954
386
F.ro
3.672
32953
1.972
G804
3.645
2091
4279
2152
4.180
652
4256
1.337
2.667
7.136
117.196
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Las estimaciones de la incidencia de cancer en mujeres para el afio 2021 reflejan
resultados equiparables a los del afio anterior, aunque se desconoce el efecto que pueda
tener la pandemia.

Mama

Colon

Pulman

Otros

Cuerpo Uterno
Recto

Tiroides

Linfomas no hodgkinianos
Pancreas

Wejiga urinaria
MMelanoma de pisl
Cvario
Estémago
Leucemias
Cavidad Oral yw Faringe
Rifign {sin pelvis)
Enceéfalo y sistema nervioso
Cérvix Uterino
Higado
Wesicula kiliar

o

Misloma
Linfoma de Hodgkin
Esafago
Laring=
10.000 20.000 30.000 40.000
Mumero de casos incidentes

Figura 13. Estimacion de la incidencia de cancer en Espafia por tipo tumoral en mujeres en el afio 2021
(Fuente: REDECAN)
1.2.4 Consideraciones sobre el impacto de la pandemia de COVID-19 en

la incidencia del cancer

La pandemia de Covid-19 probablemente ha afectado de manera significativa el nUmero
de diagndsticos de cancer en muchos paises durante el ano 2020. Espaia fue en 2020
uno de los paises mas afectados por la pandemia de Covid-19 durante la primera ola.
Los programas de cribado de cancer se vieron afectados en mayor o menor grado por lo
gue, con toda probabilidad, el nUmero de canceres colorrectales, de mama y de cuello
uterino finalmente diagnosticados en 2020 fue menor que el esperado. No solo los
programas de cribado se vieron afectados. Todo el sistema sanitario se vio colapsado
por la pandemia y esto también influyd negativamente en la capacidad diagndstica del
sistema. Otros factores relacionados con la pandemia como el miedo a entrar en los
centros sanitarios, ya fuesen de atencidn primaria o de atencidn hospitalaria, o las
dificultades en el acceso al sistema sanitario debido al estado de alarma, también han
podido influir (Zadnik et al., 2020).

Las estimaciones de la incidencia de céncer se realizan a partir de proyecciones
realizadas con datos de los registros de cancer de poblacidon de afios anteriores, y
utilizando métodos estadisticos que son vdlidos si no se producen fendmenos que
alteren significativamente la capacidad diagndstica. La pandemia ha sido un fendmeno
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de este tipo, por todo ello, se deduce que el nimero real de cdnceres diagnosticados en
2020, aunque no se sabe en qué magnitud, es menor al que se habia estimado sin la
pandemia, tanto en Espafia como a nivel mundial.

1.3 Etiologia del cancer de mama

La acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos influyen en la progresion del tejido
normal hacia el cancer de mama, induciendo a una célula a adquirir caracteristicas
cancerosas. Las alteraciones genéticas hacen referencia a cambios en la secuencia de
pares de bases del acido desoxirribonucleico (ADN) o a la delecién de un gen en su
totalidad, mientras que las alteraciones epigenéticas van vinculadas a cambios en la
expresion de genes estructurales normales. Asi pues, el cancer es impulsado por
alteraciones del ADN que incluyen reordenamientos cromosdmicos, mutaciones y
cambios epigenéticos, como la hipermetilacién del promotor, dando como resultado la
activacion de genes promotores del crecimiento (oncogenes) o la supresion de genes
inhibidores del crecimiento (genes supresores de tumores).

Hanahan y Weeinberg (2000) describieron que las células tumorales presentan seis
alteraciones esenciales en su fisiologia:

e Autosuficiencia en el crecimiento; las células tumorales pueden generar muchas
de sus propias sefiales de crecimiento, reduciendo asi su dependencia de la
estimulacién exégena.

e Resistencia a estimulos antiproliferativos; las células tumorales deben eludir las
sefiales antiproliferativas para poder reproducirse.

e Invasion de tejidos y metastasis; 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 son limitantes, al menos inicialmente.

e 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 evasion de la apoptosis) permite una
desvinculacién del programa de crecimiento normal de las células.

e Estimulacién 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.

e Evasion de la apoptosis; las células tumorales pueden adquirir esta capacidad a
través de una variedad de estrategias.
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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 evasion de la
destruccion por el sistema inmune son dos nuevos conceptos que fueron
posteriormente afadidos a la lista de caracteristicas de las células tumorales (Hanahan
y Weinberg, 2011).

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

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). Si la hiperplasia atipica se convierte en carcinoma in situ, limitado
a la estructura que afecta, es probablemente irreversible y pasado un tiempo la lesién
progresa a cancer infiltrante en el que ya hay invasidon de los tejidos circundantes
(Kopans, 1994). Es imposible demostrar que todos los tumores evolucionan siguiendo el
mismo esquema (Figura 14) pero se considera que no existe transformacién directa
desde la célula normal hasta la célula cancerosa y que el tiempo que transcurre entre
un episodio y otro es muy variable.

Reversible Irreversible

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

Figura 14. Modelo de crecimiento del cdncer de mama (Fuente: Kopans DB,1994)
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1.4 Clasificacion del cancer de mama
1.4.1 Sistema TNM

El sistema de clasificacion TNM es el método de estadificacion de neoplasias
desarrollado por la AJCC (American Joint Committee on Cancer) en colaboraciéon con la
UICC (Unio Internationalis Contra Cancrum), basado en la extensidon/tamarfio del tumor
primario (T), la presencia o ausencia del tumor en ganglios regionales (N) y la presencia
o ausencia de metastasis distantes (M). El sistema TNM de los tumores malignos fue
desarrollado por Pierre Denoix entre los afios 1943 y 1952. Desde su primera edicién en
1954, el sistema TNM para el cdncer de mama se ha actualizado en diferentes ocasiones
hasta la actual octava edicidn, publicada en 2017. El panel de expertos en mama de la
AJCC ha recomendado proporcionar dos tablas de Etapa de prondstico de cancer de
mama, por lo que incluye una estadificaciéon basada en datos clinicos cTNM y patoldgicos
pTNM. Asi encontramos:

e Tabla de estadio de condicidén anatdmica: se basa Unicamente en la extensién
anatomica del cancer segun lo definido por las categorias T, N y M. Se ha
disefiado para su uso en entornos de todo el mundo donde el andlisis de
biomarcadores no estd disponible. Cuando hay biomarcadores disponibles, los
canceres se deben estadiar mediante las tablas de etapa de pronéstico clinico y
patolégico.

e Tabla de estadio de prondstico clinico: se debe utilizar para asignar la etapa para
todos los pacientes en funcidn de los antecedentes, el examen fisico, los estudios
de imagen realizados (no necesarios) y las biopsias relevantes. La etapa de
prondstico clinico se determina por T, N, M, grado tumoral, receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2), receptor de estrégenos (ER) y
estado del receptor de progesterona (PR).

e Tabla de estadio de prondstico patoldgico: se debe utilizar para asignar la etapa
a los pacientes que tienen reseccion quirdrgica como tratamiento inicial de su
cancer antes de recibir cualquier terapia sistémica o de radioterapia. Se basa en
toda la informacién clinica, los datos de biomarcadores y los hallazgos de la
cirugia y el tejido resecado.

1.4.1.1 Tamaiio Tumoral

El tamafio macroscépico (didmetro maximo que se obtiene de la medicidn en al menos
dos dimensiones) se considera uno de los mas importantes factores prondsticos
independientemente de la afectacién ganglionar (Rosen et al., 1991).
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Se ha demostrado que los tumores de mayor tamano se acompafian de periodos mas
breves hasta la recurrencia de la enfermedad y conllevan una menor supervivencia. Asi,
en base a los numerosos estudios realizados, se puede afirmar que el tamafio tumoral
constituye el marcador prondstico mas importante en pacientes con cancer de mamay
ganglios axilares negativos, correlaciondandose con la supervivencia libre de enfermedad
y con la supervivencia total (Carter et al., 1989).

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 diagnéstico de carcinoma inflamatorio). La presencia
de linfaticos dérmicos infiltrados sin los cambios clinicos descritos no implica por si solo
el diagnéstico de carcinoma inflamatorio.
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Definicion Clinica y Patoldgica

Tabla 2. Tumor Primario (T)

El tumor primario no se puede evaluar
No evidencia de tumor primario
Carcinoma Ductal in situ

Enfermedad de Paget del pezdn sin tumor

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

Tumor < 20mm en su mayor dimensién

Tumor < 1mm en su mayor dimension

Tumor > 1mm, pero < 0 = 5mm en su mayor dimension
Tumor >5mm, pero < o = 10mm en su mayor dimensién
Tumor > 10mm, pero < o = 20mm en su mayor dimensién
Tumor >20mm, pero < o = 50mm en su mayor dimensidn
Tumor > 50mm en su mayor dimension

Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared toracica y/o a piel. La
invasion sélo de la dermis no clasifica al tumor como T4

Extension a pared tordcica sin incluir el musculo pectoral mayor

Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracion de la piel de la mama o nddulos
cutaneos satélites, que no cumple los criterios de carcinoma inflamatorio

Ambos T4a y T4b estan presentes
Carcinoma Inflamatorio

El Carcinoma Lobulillar in situ es una entidad benigna y ha sido retirada del
sistema TNM en la octava clasificacidn
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1.4.1.2 Afectacidon Ganglionar

La afectacidn ganglionar es, aun en la actualidad, el factor prondstico independiente
mas importante en el cdncer de mama. El 30% de los pacientes con ganglios negativos
recidivan a los 10 afios, mientras que la tasa de recurrencia de pacientes con ganglios
positivos supera el 70% (Lgnning et al., 2007).

La diseccion de los ganglios axilares en el cancer de mama es un procedimiento
originalmente disefiado para maximizar la supervivencia y el control regional, y para
determinar la clasificacion de los ganglios. La diseccion de los ganglios linfaticos axilares
con eliminacién y examen histopatoldgico de al menos 10 ganglios, fue una parte
inherente del tratamiento quirdrgico durante un largo periodo, hasta que se sustituyd
por la biopsia del ganglio linfatico centinela. La reseccién del ganglio centinela fue
disefiada para minimizar los efectos secundarios de la cirugia de los ganglios linfaticos,
pero en el caso de que sea positivo, se completa la diseccidn de los ganglios linfaticos
axilares de forma rutinaria debido a la posibilidad de que también estan afectados. Sin
embargo, en el 50-68% de los pacientes con ganglio centinela positivo, este es el Unico
ganglio de la axila afectado por células tumorales (Hung et al., 2005; Domenech et al.,
2009).

La deteccion clinica de los ganglios es realizada por estudios de imagen (excluyendo la
linfogammagrafia) o por exploracion fisica con caracteristicas de alta sospecha o posible
macrometdstasis basado en la puncién aspiracion con aguja fina (PAAF).
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Definicién Clinica
Tabla 3. Ganglios Linfaticos Regionales (Cn)
No se pueden evaluar (por ejemplo; cirugia previa)
No metastasis en los ganglios linfaticos regionales
Metdastasis en ganglios homolaterales méviles
Micrometastasis (mayores de 0.2 pero no superiores a 2.0 mm)

Metdstasis en ganglios axilares homolaterales fijos o agrupados, o en
ganglios de la cadena mamaria interna

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

Metadstasis solo en ganglios homolaterales de la cadena mamaria interna
clinicamente aparentes y en ausencia de afectacién clinica evidente axilar

Metdstasis en ganglios infraclaviculares homolaterales, o en cadena
mamaria interna homolateral clinicamente aparentes en presencia de
afectacion axilar clinicamente evidente; o metdstasis en ganglios
supraclaviculares homolaterales con o sin afectacion axilar o de la mamaria
interna

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

Metdastasis en ganglios supraclaviculares homolaterales

Los sufijos (sn) y (f) deberian ser anadidos a la categorizacion N para referirse a la

confirmacién de metastasis por biopsia del ganglio centinela o por puncién aspiracién

con aguja fina respectivamente.

*cN1mi se emplea raramente, pero es apropiada en los casos en los que la biopsia del

ganglio centinela se realiza antes de la reseccidén del tumor y mds probable ocurre en los

casos tratados con terapia neoadyuvante.
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Definicion Patologica
Tabla 4. Ganglios Linfaticos Regionales (pN)

Los ganglios no son evaluables (no extirpados o por cirugia previa).

No afectacion histolégica, sin estudios adicionales para células tumorales
aisladas.

Presencia de células tumorales aisladas por hematoxilina e
inmunohistoquimica, ninguna agrupacién > 0,2 mm.

No afectacion ganglionar histoldgica, estudio molecular positivo (RT-PCR).

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

Micrometastasis (>0,2 mm, < 2mm)

Metdstasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, al menos una metdstasis
mayor de 2.0 mm

Metdstasis en la mamaria interna con afectacion microscdpica detectada
por biopsia de ganglio centinela, pero no clinicamente aparente.

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

Metdstasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares, o afectacion clinicamente
aparente de la mamaria interna en ausencia de afectacion axilar.

Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares (al menos un depdsito tumoral
>2 mm)

Metastasis clinicamente aparente en ganglios de la mamaria interna en
ausencia de afectacidn 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 mds de 3 ganglios
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axilares con metastasis microscdpicas clinicamente negativas de la mamaria
interna; o en ganglios supraclaviculares ipsilaterales.

pN3a Metastasis en > 10 ganglios axilares (al menos un depdsito tumoral >2 mm),
0 metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares

pN3b Metdstasis 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 metdastasis microscdpicas de la mamaria interna
detectadas por biopsia del ganglio centinela, pero no clinicamente
aparentes.

pN3c Metdastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales.

Los sufijos (sn) y (f) deberian ser afiadidos a la categorizacion N para referirse a la
confirmacién de metastasis por biopsia del ganglio centinela o por puncién aspiracién
con aguja fina respectivamente, sin reseccién adicional de nédulos.

1.4.1.3 Metastasis a distancia

En el sistema de clasificacion TNM la presencia de metdstasis se clasifica segln el
siguiente cuadro:

Tabla 5. Metastasis a distancia

MX No se pueden evaluar.
MO No metastasis a distancia.
cMo(i+) No evidencia clinica ni radioldgica de metastasis, pero presencia de depdsito

de células tumorales detectadas en sangre circulante, médula dsea u otro
tejido ganglionar no regional que es < 0,2 mm en un paciente sin signos ni
sintomas de metastasis.

M1 Metdstasis a distancia presentes.

1.4.1.4 Estadio Tumoral

Las diversas combinaciones de las subcategorias de T, N y M definen los siguientes
cuatro estadios designados como |, II, lll y IV en orden ascendente de gravedad.

Evaluacidn de una estrategia terapéutica para el cdncer de mama triple negativo basada en el secretoma de células

madre mesenquimales del cérvix uterino
28



LA ™

Escuela de Doctorado - ED

Tabla 6: Estadio tumoral

ESTADIO T N M
0 Tis NO MO
IA T1lb NO MO
IB TO N1mi MO
Tlb N1mi MO
A TO Nilc MO
Tlb Nilc MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
Tlb N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T CualquierN M1
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1.4.2 Clasificacion Molecular

El cdncer de mama puede clasificarse desde un punto de vista anatomopatoldgico, en
funcion de si hay o no afeccién de la membrana basal. También puede clasificarse
mediante la utilizacion de la inmunohistoquimica, que permite detectar proteinas en las
células, categorizando a los tumores segun la expresion de determinados receptores
(Espinosa, 2018).

e Cancer no invasivo o in situ: Este tipo de tumor tiene como origen el epitelio
lobulillar o ductal; existiendo dos grupos:

- Carcinoma lobulillar in situ (Figura 15). Se denomina lobulillar porque las
células tumorales comienzan a desarrollarse en los lobulillos (glandulas
productoras de leche).

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)

Lébulo normal
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Figura 15. Carcinoma lobulillar in situ (Fuente: www.cancer.gov)

- Carcinoma ductal in situ (Figura 16). En el carcinoma ductal in situ las células
anormales se encuentran en el revestimiento de un conducto del seno.

Carcinoma ductal in situ (CDIS)
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Figura 16. Carcinoma ductal in situ (Fuente: www.cancer.gov)
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e Cancer invasivo o infiltrante: El origen de estos tumores es el mismo que el de
los carcinomas in situ, pero en este caso las células cancerosas invaden el tejido
circundante, pudiendo llegar a otros 6rganos. Los mas frecuentes son:

- Carcinoma lobulillar infiltrante. Se origina en las glandulas productoras de
leche (I6ébulos) y es capaz de extenderse hasta otros tejidos. Representa
entre el 10 % de los tumores de mama invasivos.

- Carcinoma ductal infiltrante (Figura 17). Se origina en los conductos
galactoforos e invade el tejido adiposo de la mama, llegando a producir
metastasis. Representa el 80% de los tumores de la mama.

Células normales

o -
B )

G s
\ Hiperplasia ductal
) VY

Figura 17. Evolucién a carcinoma ductal invasivo (Fuente. www.breastcancer.org)

Analizado desde el punto de vista molecular, el cancer de mama se puede clasificar en
funcién de si las células cancerosas presentan receptores de estrégeno y progesterona.
Los receptores son proteinas, que se encuentran en el interior de las células o en su
superficie a los cuales se unen estas hormonas. Un tumor es receptor de hormonas
positivo si al menos el 1% de las células examinadas tienen receptores de estrégeno y/o
progesterona. De lo contrario, indicard que el tumor es receptor de hormonas negativo.
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Las células tumorales pueden expresar uno, ambos o ninguno de estos receptores y
depender de ello su crecimiento. Asi identificaremos:

e RE-positivo: células tumorales que presentan receptores de estrégeno. Esos
tumores se denominan positivos para receptores de estrégeno (o RE+).

e RP-positivo: células tumorales que presentan receptores de progesterona y se
les llama cénceres positivos para receptores de progesterona (o PR+).

También podemos clasificar los tumores de mama en funcién de la expresion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (human epidermal growth factor
receptor 2, HER2), que favorece el crecimiento de las células cancerosas.

Asi pues, segun las caracteristicas descritas, el cancer de mama se ha clasificado en
cuatro grupos fundamentales, donde la presencia o no de receptores hormonales y del
HER2 son definitivos para la categorizacion (Uribe et al., 2010):

e Tumores con receptores de estrégenos positivos

- LUMINAL A: receptor de estrégeno positivo, receptor de progesterona
positivo o negativo, HER2 negativo.

- LUMINAL B: receptor de estrégeno positivo, receptor de progesterona
positivo, HER2 positivo.

e Tumores con receptores de estrégeno negativos

- HER2: receptor de estréogeno negativo, receptor de progesterona
negativo, HER2 positivo.

- TRIPLE NEGATIVO (TNBC) y/o BASAL LIKE: receptor de estrégeno
negativo, receptor de progesterona negativo, HER2 negativo.

El origen de los términos luminal y basal se refiere a la ubicacidn de los tipos de células
epiteliales secretoras (lumen interno) o basales (lumen externo), que tienen distintos
patrones de respuesta hormonal y expresidn génica (Creighton, 2012).

La clasificacion molecular de los carcinomas de mama nos sirve, no solo como factor
predictivo de la respuesta al tratamiento hormonal y a la quimioterapia, sino que
también nos capacita para un mejor prondstico. Se ha demostrado que los carcinomas
de tipo HER2 y Triple negativo presentan caracteristicas patoldgicas mas desfavorables
Yy menor supervivencia, mientras que los carcinomas de tipo luminal tienen mayor
respuesta terapéutica y por lo tanto, mejor prondstico (Bueno, 2017).

Las principales dificultades que presenta el cdncer de mama triple negativo son su curso
agresivo, su naturaleza refractaria al tratamiento y su compleja biologia, todo lo cual
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plantea verdaderos desafios para el manejo clinico y para la educacion de la paciente.
Las enfermeras de oncologia deben comprender la complejidad de este subtipo de
cancer de mama porque desempefian un papel fundamental en la prestacién de
atencion integral y apoyo a la paciente. El cancer de mama triple negativo representa
aproximadamente el 10-15% de todos los canceres de mama, predomina en las mujeres
jovenes, afroamericanas y en el 80% de las pacientes portadoras de mutaciones en la
linea germinal del BRCA1 (cancer de mama tipo 1, por sus siglas en inglés), el cual es un
gen supresor de tumores. Comparado con los subgrupos luminales (que expresan
receptores hormonales), existe mayor tasa de recaida con metastasis viscerales y en el
Sistema Nervioso Central, en detrimento de metdstasis dseas y de partes blandas
(cutaneo y ganglionar). También a diferencia de los subgrupos luminales, las recaidas
sueles ser tempranas, a los 2-3 afios de la cirugia (Korbenfeld, 2009).

1.5 Tratamientos para el cancer de mama

La heterogeneidad clinica y molecular inherente del cdncer de mama plantea un desafio
para los investigadores y los médicos. Como se ha descrito en el apartado anterior(1.4.2)
los tumores de mama consisten en varios subtipos patolégicos con diferentes
presentaciones y resultados clinicos, y las pacientes muestran una amplia gama de
respuestas a un tratamiento determinado (Sgrlie, 2004).

Lo que define a cualquier tejido son los genes que se expresan de manera diferente. La
expresion génica se refiere al proceso en el que el ADN se transcribe a ARN y finalmente
se traduce a su producto proteico final. La tecnologia de microarrays permite la
identificacidn y categorizacidn de canceres de mama basados en la expresidon de genes
diferenciales. Se espera que un analisis cuidadoso de estas firmas de expresidn génica
revele nuevos objetivos para la terapia, permita una mayor personalizacidon de las
estrategias de tratamiento y mejore los resultados para pacientes individuales.

Para el tratamiento del cdncer de mama disponemos:

Biopsia de ganglio centinela. Si no hay adenopatias la opcién recomendada es la biopsia
del ganglio centinela, técnica que permite conocer si hay afectacion de los ganglios de
la axila al identificar el o los primeros ganglios que se afectarian. Su realizacién evita la
cirugia de la axila con lo que se reduce la morbilidad postoperatoria (Cruickshank y
Barber, 2019).
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Cirugia. La opcidn elegida sera individualizada en cada caso. Antes de la intervencidn la
paciente estard informada de las opciones quirurgicas disponibles, de la posibilidad de
precisar radioterapia o nueva cirugia en el caso de que los bordes quirdrgicos no estén
libres de tumor. En general en estadios precoces del cancer la cirugia consiste en la
eliminacién del tumor mediante lumpectomia (mastectomia parcial para eliminacion del
tumor) o mastectomia y exéresis de las adenopatias axilares con o sin radioterapia. A
continuacion, se aplica tratamiento adyuvante sistémico.

Tratamiento adyuvante. La quimioterapia adyuvante combinada se recomienda
siempre que los beneficios sean superiores a los riesgos. La extension metastdsica a los
ganglios axilares constituye un indicador prondstico determinante para establecer
tratamiento sistémico adyuvante. La cirugia y andlisis del contenido axilar ayudan a
definir el estadio del tumor y a tratar la enfermedad metastdsica al eliminarla de la axila.
Si existe HER2 positivo el anticuerpo monoclonal trastuzumab debe formar parte del
tratamiento adyuvante (Cruickshank y Barber, 2019).

Radioterapia. Se recomienda a todas las pacientes tras la cirugia conservadora de un
cancer de mama de presentacidon reciente y tras una mastectomia, si existen
adenopatias y riesgo de recurrencia. En todos los casos de carcinoma ductal tras la
cirugia conservadora de mama. Tras la mastectomia y el vaciamiento axilar, la
radioterapia reduce la recurrencia y la mortalidad en las mujeres con uno o dos ndédulos
afectados. La radioterapia tras la cirugia conservadora de la mama reduce y retrasa de
manera significativa la recurrencia del cancer de mama (Bland etal., 2007). La
radioterapia implica un ligero incremento del riesgo de linfedema y de limitacién para
la movilidad del hombro expuesto, esta limitacidon no tiene efectos tan negativos si se
excluye la exposiciéon de la axila. La limpieza axilar se asocia con linfedema significativo
del brazo del mismo lado (Cruickshank y Barber, 2019).

Tratamiento endocrino adyuvante. Los estrégenos son los encargados de estimular el
crecimiento y la diferenciacién celular del tejido mamario, los cuales al unirse al receptor
de estrégenos activan la transcripcién de genes que participan en el control del
crecimiento y la proliferacion celular. Por ello, la presencia de estos receptores aumenta
la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer de mama. Sin embargo, se convierten
en el blanco terapéutico y asi las mujeres con receptores estrogénicos positivos y cancer
invasivo, en edad de premenopausia, segin la Guia para el diagndstico y tratamiento del
cancer de mama en el Principado de Asturias, deben recibir tratamiento con tamoxifeno
durante un periodo minimo de 5 afios o un total de 10 afios si no hay contraindicaciones
o efectos secundarios. Tras la menopausia en mujeres con receptores estrogénicos
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positivos y cancer de mama precoz se considera el tratamiento con inhibidores de la
aromatasa durante 5 afios, o bien, un inhibidor de la aromatasa tras dos o tres afios de
tamoxifeno, hasta un total de 5 anos.

1.6 Tratamientos para el cdncer de mama triple negativo (TNBC)

Como se ha descrito anteriormente el cancer de mama triple negativo es frecuente en
las mujeres con pérdida de la funcion BRCA1. Asi mismo, sobreexpresa una proteina
llamada ligando 1 de muerte programada (PD-L1, por sus siglas en inglés), la cual es
mutagénica y estd asociada con un alto nivel de infiltracidn de linfocitos, implicando alta
respuesta inmune, supervivencia de las células cancerosas y metdastasis. La presencia de
PD-L1 puede favorecer el pronéstico, ya que inhibe los puntos de control inmunoldgicos,
siendo una opcion de blanco terapéutico. La infiltracidn de linfocitos en el tumor (TILs,
por sus siglas en inglés) ha sido asociada a los tipos de cancer mas agresivos, pero
también con una mejora en la respuesta a la quimioterapia.

El tratamiento no quirdrgico del TNBC se ha limitado a quimioterapia convencional. El
Unico medicamento bioldgico existente para su tratamiento es el recién aprobado
olaparib, inhibidor de la enzima poli (ADP ribosa) polimerasa (PARP, por sus siglas en
inglés), encargada de reparar el ADN cuando sufre dafios y es util para portadores de la
mutacion BRCA1 (Salinas et al., 2018)

1.6.1 Cirugia

Existen dos opciones de tratamiento quirdrgico: cirugia conservadora (se preserva la
mama y generalmente se asocia radioterapia) y cirugia radical (implica la amputacién
completa de la mama, con o sin radioterapia asociada).

e Cirugia conservadora

1.-Tumorectomia amplia: extirpacidon de una zona de la mama que incluye el
tumor con margenes mas o menos amplios, pero siempre libres de tumor. Puede
extirparse o no piel.

2.-Cuadrantectomia: extirpacién de un cuadrante de la mama incluyendo la piel
y la fascia del pectoral mayor.

Ambas opciones anteriores pueden acompafarse de linfadenectomia axilar. En el
carcinoma infiltrante es la técnica estandar.

e Cirugia radical

1.-Mastectomia Radical Clasica: mastectomia + extirpacién de ambos pectorales
+ linfadenectomia axilar.
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2.-Mastectomia Radical Modificada: mastectomia total + linfadenectomia axilar
con extirpacion del pectoral menor (tipo Patey) o preservando ambos pectorales (tipo
Madden). Ambas opciones son validas y constituyen la técnica quirurgica de eleccion
cuando se opta por el tratamiento radical.

3.-Mastectomia simple: no incluye linfadenectomia axilar. Opcién valida para
algunos tumores que no son candidatos a cirugia conservadora, en tumores invasivos en
pacientes de edad muy avanzada o con mal estado general y en aquellos casos de alto
riesgo en los que se plantea mastectomia profilactica.

4.-Mastectomia subcutdnea o Glandulectomia: extirpacion de la mama
conservando la piel y el complejo areola-pezdén. Segun la Guia para el diagndstico y
tratamiento del cancer de mama en el Principado de Asturias (2004), actualmente no es
una opcion terapéutica.

1.6.2 Adyuvantes
1.6.2.1 Radioterapia

Es un tratamiento considerado eficaz, de baja morbilidad y bien tolerado, cuyo principal
objetivo es disminuir la tasa de recurrencia locoregional, por lo que estd indicada en las
siguientes situaciones (Sanchez et al., 2008)

e Como terapia neoadyuvante facilitando la cirugia conservadora en tumores operables,
pero de gran tamanio.

e Como terapia adyuvante post mastectomia cuando existe riesgo elevado de recidiva
loco-regional (tumores >5 cm, extension histoldgica a piel y musculo), post cirugia
conservadora y cuando los ganglios axilares estan comprometidos.

1.6.2.2 Quimioterapia

Lo que hace que cualquier cancer sea agresivo es su incapacidad para reparar
mutaciones del ADN y su posterior fracaso para sufrir apoptosis (muerte celular
programada). En ese escenario, las células mutadas crecen y se dividen continuamente
de manera no regulada, lo que finalmente da como resultado la formacién de un tumor.
Los agentes que dafian el ADN estan disefiados para aprovechar esta caracteristica
porque muchos tipos de células cancerosas agresivas carecen por completo de la
capacidad de reparacién del ADN. Por lo tanto, al inducir dafios masivos al ADN, las
guimioterapias basadas en platino y antraciclina pueden inducir la muerte generalizada
de las células cancerosas que las células normales con mecanismos de reparacién del
ADN en funcionamiento serian capaces de combatir.
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El estandar actual de atencion para el manejo del cancer de mama triple negativo
metastdsico (mTNBC) es la quimioterapia, aunque ningun agente de quimioterapia esta
especificamente aprobado para TNBC. En general, el nimero de ensayos clinicos
realizados solo en pacientes con mTNBC es limitado (Li et al., 2019).

En pacientes con enfermedad metastasica o inoperable las opciones de tratamiento han
sido principalmente quimioterapias basadas en los enfoques terapéuticos
recomendados para el cancer de mama metastdsico (European School of Oncology -
Directrices de la Sociedad Europea de Oncologia Médica [ESO-ESMOQ] 2018) (Cardoso
etal., 2018). En particular, las antraciclinas, los taxanos, la capecitabina y, mas
recientemente, la eribulina se usan comunmente como monoterapia o en combinacién
con otros agentes. Las antraciclinas y los taxanos se recomiendan, a menos que estén
contraindicados, como tratamientos de primera linea para pacientes que no hayan
recibido previamente estos agentes como tratamiento neoadyuvante o adyuvante
(Cardoso et al., 2018). En los ultimos afios, hemos asistido a avances significativos en el
tratamiento del cancer de mama, tanto en la enfermedad localizada como en la
metastdsica. En el tratamiento antineopldsico las antraciclinas fueron el quimioterapico
de eleccion en el cdncer de mama metastdasico (A’hern et al., 1993; Fossati et al., 1998),
pero su uso se encuentra limitado por su administracidon en adyuvancia y su potencial
toxicidad acumulativa. En la busqueda de nuevos agentes efectivos y con mejor perfil de
tolerancia la aparicién de los taxanos supuso un gran avance. La eficacia en monoterapia
ha convertido a este grupo de farmacos en uno de los regimenes mas efectivos. En
general, los tratamientos que incluyen taxanos son superiores a los que no los
contemplan, al menos con relacién a la tasa de respuesta, y en algunos estudios con
relacion al tiempo hasta progresion (Ghersi et al., 2005).

Excepto por la aprobaciéon acelerada del uso del atezolizumab mds nab-paclitaxel
(Schmid et al., 2018) por la Administracién de drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA) el enfoque recomendado por las pautas ESO-ESMO 2018 (Cardoso et al., 2018)
para el tratamiento del cancer de mama triple negativo, sigue siendo el uso secuencial
de la quimioterapia de agente Unico, debido a que los regimenes combinados no han
prolongado la supervivencia general libre de progresion en comparacién con las
monoterapias.

Los taxanos son terpenos producidos por plantas del género Taxus, como el tejo. El
taxano utilizado para la realizacién de este estudio es el paclitaxel, un farmaco que
actudan en los microtubulos del huso mitético impidiendo su adecuado funcionamiento,
por lo que detienen la mitosis celular (Rowinsky et al., 1992). El paclitaxel fue el primer
taxano en demostrar actividad en cancer de mama. Se identificd en el afio 1976 y no se
utilizd hasta 1983 en ensayos clinicos. Como agente Unico, el paclitaxel estd indicado en
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el tratamiento del TNBC en pacientes que han fracasado, o no son candidatos a la terapia
estandar con derivados de antraciclina. Los efectos secundarios de paclitaxel incluyen
reacciones de hipersensibilidad, mielosupresién, neuropatia periférica, trastornos del
ritmo cardiaco, dolor articular y muscular, nduseas, vémitos y alopecia.

1.6.2.3 Hormonoterapia

Aproximadamente el 10-20% de los canceres de mama no expresan receptores de
estrogeno y progesterona y carecen de amplificacion / sobreexpresion del receptor del
HER2 (Bauer et al., 2007; Carey et al., 2006; Dent et al., 2007); por lo tanto, se conocen
como tumores de mama triple negativo y constituyen un subtipo histoldgico agresivo.
No se espera que los tumores triple negativos (ER—, PR— y HER2-) se beneficien de las
terapias dirigidas a receptores como el tamoxifeno o la herceptina (Cheang et al., 2008).

1.7 Células madre

El término célula madre nos remontan al inicio de la vida. Entender el origen, los
mecanismos de diferenciacidn y especializacidn celular nos ayudan a vislumbrar nuevas
posibilidades en el tratamiento de las enfermedades. Joseph Murray, premio Nobel de
medicina en 1990 dijo que el desarrollo de la medicina en relacién con las estructuras
organicas se podia sintetizar en las cuatro “R”: retirar, reparar, reemplazar y regenera.

1.7.1 Definicion y tipos de células madre

Se define como célula madre aquella célula que es capaz de dividirse indefinidamente y
diferenciarse a distintos tipos de células especializadas (Présper y Verfaillie, 2003). Las
células especializadas, como su nombre indica, estan destinadas al cumplimiento de una
funcién especifica dentro de un sistema celular o tejido.

Las células madre se pueden clasificar segun su potencial de diferenciacion en:

e (Células totipotenciales: son células embrionarias que conforman el
blastdmero hasta su fase de mdrula (8 a 16 células), al tercer y cuarto dia
después de la fecundacién. En esta fase pueden generar cualquier tipo de
célula y nuevos organismos.

e (Células pluripotenciales: son las células embrionarias que se encuentran en
la masa celular interna del blastocisto (60 a 100 células) hasta el dia 14
después de la fecundacién. En esta fase pueden generar cualquier tipo de
células, pero han perdido la capacidad de producir nuevos organismos.
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e (Células multipotenciales: son células troncales del organismo adulto que, en
ciertas circunstancias y condiciones, pueden generar algunos tipos celulares,
procedentes de la misma capa embrionaria (Weissman et al., 2001).

También se clasifican de acuerdo a su origen en embrionarias y somaticas o adultas.

e Las células madre embrionarias proceden de un grupo de células, denominado
masa celular interna, en un estadio temprano del embridn (fase de blastocisto)
y respecto a su potencial son pluripotenciales.

e Las células madre somdticas o adultas son células no diferenciadas que se
encuentran en un tejido y cuyo potencial de diferenciacion estd limitado
exclusivamente a uno o varios linajes celulares.

Entre las principales células madre con potencialidad terapéutica se encuentran las
embrionarias, las fetales, las amnidticas, las de la sangre del cordédn umbilical y las
adultas.

Las células madre utilizadas actualmente en terapia celular son las somaticas y se han
identificado en la mayoria de los tejidos. Distinguimos:

e Las células madre hematopoyéticas, que proceden de la sangre o de la médula
Osea y dan origen a todas las células sanguineas.

e Las células madre pluripotenciales inducidas, que son células con caracteristicas
embrionarias que se han obtenido mediante la reprogramaciéon de células
adultas.

e Las células madre mesenquimales, que son las células madre adultas mas
ampliamente utilizadas en terapia celular.

1.7.2 Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (CMMs) fueron descritas por primera vez en 1968 por
A.J. Friedenstein y colaboradores. Se las conoce también como células madre estromales
o0 MSC (por sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells o Mesenchymal Stromal Cells)
y son células con morfologia fibroblastoide, originadas a partir de la capa germinal
mesodermal, con la capacidad de diferenciarse en diversos tipos de células.

En el afio 2006, en el Congreso de la Sociedad internacional de Terapia Celular, se
definieron las caracteristicas minimas necesarias para que una célula fuera considerada
CMM. Asi deben tener capacidad de adherencia al plastico en cultivo, expresar los
antigenos de superficie CD73, CD90 y CD105 en ausencia de otros antigenos
hematopoyéticos del tipo CD34, CD45, y marcadores tipicos de linfocitos B, monocitos
y macréfagos. Ademas deben ser multipotenciales y presentar una alta plasticidad para
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diferenciarse in vitro bajo condiciones estdndares de cultivo a osteoblastos, adipocitos
y condrocitos (Dominici et al., 2006). En resumen, las caracteristicas de las células
mesenquimales son: su origen mesodérmico y su morfologia similar a los fibroblastos,
su capacidad de autorrenovarse, su inmunidad baja y su capacidad de diferenciarse bajo
determinadas condiciones hacia células de diferentes linajes.

Las principales fuentes de obtencién de células madre mesenquimales son: la médula
Osea, el tejido adiposo, el liquido amnidtico, la piel, la pulpa dental, el tejido del cordén
umbilical y la placenta, el endometrio y la membrana sinovial. De todos ellas, las mas
relevantes, a pesar de la dificultad para su obtencién, son la médula ésea, el tejido
adiposo y el tejido del cordén umbilical (Guadix et al., 2017).

Las CMMs actian como centinelas y reguladores activos en la homeostasis tisular. De
hecho, las CMMs tienen un papel regulador en los procesos biolégicos bdsicos, como
efectos antimicrobianos, potentes propiedades antiinflamatorias, control de Ia
proliferacién celular, apoptosis, angiogénesis o estrés oxidativo. Estas acciones son
posibles mediante la secreciéon de moléculas bioactivas solubles y/o exosomas. Ademas,
se ha informado que en muchas enfermedades degenerativas o autoinmunes (como
artritis reumatoide, lupus, diabetes o psoriasis) y en procesos asociados con el
envejecimiento, podria haber un agotamiento o mal funcionamiento de estas células.
En consecuencia, el concepto de restaurar la funcién fisioldgica normal mediante el uso
de CMMs alogénicas ha originado muchas investigaciones en todo el mundo (Vizoso
et al,, 2019).

Las CMMs son las mas utilizadas en terapia celular. A pesar de tener menor potencial
proliferativo y menor plasticidad en comparacién con las células madre embrionarias,
son mas faciles de obtener, no crean problemas éticos para su manipulacién y presentan
un bajo potencial para la formacion de teratomas. Se ha informado que la terapia con
CMMs no tiene efectos secundarios desfavorables en el paciente. Su seguridad queda
reflejada en una revisidn sistematica de varios ensayos clinicos en los que participaron
mas de 1000 pacientes trasplantados con CMMs intravasculares, en diferentes
enfermedades, con un seguimiento de 2 semanas a 30 meses (Lalu etal.,, 2010;
Thomspon et al., 2018).

Por otra parte, este incremento de las aplicaciones clinicas de las CMMs es paralelo a las
evidencias crecientes que indican una disfuncion o deplecion de CMMs en
enfermedades sistémicas, como lupus eritematoso sistémico (LES), diabetes mellitus
(DM), artritis reumatoide (AR), esclerosis multiple, fibrosis pulmonar idiopatica,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, psoriasis, sindromes
mielodisplasicos y envejecimiento (Vizoso et al., 2019)

En la actualidad, la terapia con CMMs ha sido aprobada en diferentes paises. Prochymal
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fue aprobado en Canadd para tratar la EICH (enfermedad de injerto contra huésped)
aguda en nifios. En Japon, se aprobd el uso de CMMs después de que se introdujeran la
Ley sobre la seguridad de la medicina regenerativa y la Ley de productos farmacéuticos,
dispositivos médicos y otros productos terapéuticos (Sipp, 2015). En 2018, la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) recomendd el Alofisel aprobado para tratar la
enfermedad de Crohn (Sheridan, 2018). En general, parece que el uso de CMMs para la
terapia celular se esta convirtiendo en una realidad. No obstante, esta terapia ha sido
aprobada por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) en los Estados
Unidos, solo en casos excepcionales.

En cuanto a sus posibles indicaciones terapéuticas, tenemos que afrontar el hecho de
que las caracteristicas funcionales de las CMMs dependen de su origen en el organismo
humano y de las caracteristicas del individuo, tales como la edad o las enfermedades
asociadas (Chen et al., 2015; Elahi et al., 2016). Esto sugiere que la heterogeneidad de
las CMMs refleja la diversidad de entornos presentes en sus nichos naturales del
organismo humano. De hecho, los datos existentes sugieren que el efecto de las CMMs
sobre el tumor depende del origen de esas células y del tipo de tumor. Asi, por ejemplo,
por un lado, se hainformado que las CMMs de la médula 6sea promueven el crecimiento
tumoral de las células de cancer de pancreas (Saito et al., 2018), osteosarcoma y cancer
gastrico (Qi etal.,, 2017) y también inducen a las células tumorales mamarias a
incrementar su motilidad, capacidad invasiva y metastasica (Karnoub et al., 2007; Ma
et al., 2012) ); o que las CMMs derivadas del tejido adiposo inducen metastasis de cancer
de mama (Gonzalez et al., 2017) Sin embargo, se ha demostrado que otras CMMs, como
las derivadas de los tejidos reproductivos, tienen efectos antitumorales genuinos. Las
CMMs del cordén umbilical muestran una alta tendencia a migrar hacia el tumor e
inhibir el crecimiento de tumores sélidos como el de mama (Mirabdollahi et al. 2019;
Ma et al. 2012), ovario (Kalamegam et al., 2018) o cérvix uterino (Han et al., 2019). Las
CMMs de origen endometrial mostraron efectos antitumorales sobre células de cancer
de ovario (Bu et al., 2016) y en esta linea resultan muy relevantes los hallazgos realizados
por el grupo de investigacion del Hospital de Jove sobre el efecto antitumoral de las
CMMs del cérvix uterino (Eiro et al., 2014).

Inicialmente, se atribuyeron los efectos terapéuticos de las CMMs a su capacidad de
injertarse y diferenciarse en los tejidos diana. Sin embargo, varios estudios han revelado
gue el tiempo de implantacion de las CMMs suele ser demasiado corto para tener
efecto. En este sentido, se ha demostrado que menos del 1% de las CMMs sobreviven
mas de una semana después de su administracidén sistémica, lo que sugiere que los
principales efectos de las CMMs son, probablemente, mediados por mecanismos
paracrinos. Estudios recientes destacan que la amplia gama de factores bioactivos
producidos por las CMMs, pueden jugar un papel importante en la regulacion de
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numerosos procesos fisiolégicos (Eiro et al. 2018).
1.7.3 Secretoma de las células madre mesenquimales

Muchos estudios preclinicos demostraron que las CMMs tienen efectos potencialmente
terapéuticos que se deben a los productos secretados por esas células con diversos
efectos, principalmente antiinflamatorios (cyclooxygenase 2 (COX2), IDO, éxido nitrico
(NO), TGF-B1, PGE2, IDO, o HLA-G5) (Aggarwal y Pittenger, 2005; Selmani et al., 2008) y
regenerativos (proteinas inflamatorias (IL-1, 6, 8-11, 13; PGE2MCP-1), factores de
crecimiento (EGF, KGF, TGF-Bs, HGF, FGF, VEGF, GF-1, PDGF, BNDF, NGF-3, | G-CSF GM-
CSF, GM-CSF and PGE2), proteinas ECM (MMP-1, 2, 3, 7, TIPM-1y 2, ICAM, colagenos,
laminina, elastina and decorina)) y angiogénicos VEGF, PDGF, ANG-1y 2, EGF, FGF, TGF-
B1, TGF-a, MCP-1, CXCL5 and MMPs) (Ahangar et al., 2020; Vizoso et al., 2017). En base
a esos datos, ademas de las aplicaciones clasicas en investigacion con CMMs , como la
osteogénesis imperfecta (Horwitz et al., 1999), enfermedad de Crohn (Forbes, 2017),
accidente cerebro vascular (Lalu et al., 2020), osteoartritis (Migliorini et al., 2020),
esclerosis multiple (Uccelli et al., 2019), fibrosis hepdtica o enfermedad cardiovascular
(Yuny Lee, 2019), estan aumentando continuamente las posibles aplicaciones de CMMs
y/o su secretoma. El amplio rango de posibles aplicaciones, basado en resultados
positivos de estudios preclinicos, incluye alrededor de 1000 ensayos clinicos sobre
10.000 pacientes, en indicaciones tan diversas como defectos musculo-esqueléticos,
trastornos del sistema inmunolégico incluyendo enfermedades autoinmunes,
trastornos dseos, cardiacos, hepaticos, pulmonares, renales o neurodegenerativos
(Caplan, 2017; Nery et al., 2013).

Dentro de los componentes del secretoma destacan las vesiculas extracelulares, que
pueden ser clasificadas como:

e Exosomas (40-150 nm de didmetro), que se originan dentro de la célula en
compartimentos endosomales llamados cuerpos multivesiculares.

e Microparticulas (50-1000 nm de didmetro), originadas por la formacién de
ampollas hacia afuera de la membrana plasmatica y la posterior liberacién
después de la escisién proteolitica del citoesqueleto.

e Cuerpos apoptéticos (500-2000 nm de didametro), que se liberan durante el
proceso de muerte celular programada.

El proceso de biogénesis de los exosomas consta de cuatro fases: iniciacion, endocitosis,
cuerpos multivesiculares y liberacién (Wu et al., 2016).

Los exosomas son particulas de fosfolipidos unidas a la membrana, secretadas por las
células que contienen biomoléculas, incluidos factores de crecimiento, citoquinas,

lipidos, ADN y diversas formas de ARN. Su conocimiento en general, y especialmente de
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los derivados de las CMMs, surge de investigaciones realizadas en los Ultimos afios
(Mendt et al., 2019). Los exosomas representan una via de comunicacién intercelular
gue juega un papel importante en las células de los mamiferos en mecanismos como el
intercambio de material genético y la transferencia de moléculas biolégicamente
activas, asi como en la defensa contra el ataque viral (Rosca et al., 2017). De hecho, los
exosomas interactuan con las células receptoras por mecanismos que se parecen a los
involucrados en la entrada viral. Estos incluyen la unidn a los receptores de la superficie
para activar las cascadas de sefial, la internalizacion de los exosomas unidos a la
superficie y la fusion con la célula para entregar material directamente a la membrana
citoplasmatica y al citosol (Pitt et al., 2016). Hasta la actualidad, se han identificado en
los exosomas de las CMMs mas de 850 productos génicos Unicos y 150 microRNAs, si
bien existe una gran heterogeneidad de su contenido en funcidn del origen de las CMMs
(Lai et al., 2016). Los estudios experimentales demuestran el beneficio terapéutico de
estos productos en una amplia gama de afecciones o enfermedades (cicatrizacion de
heridas cutaneas, formacidon de queloides, ojo seco y herida epitelial corneal, uveitis,
esclerosis multiple, insuficiencia hepatica aguda, diabetes, neumonia por E. coli, lesion
renal aguda, infarto de miocardio o lesion muscular) (Vizoso et al., 2017). Ademas, los
exosomas muestran importantes ventajas para su aplicacidn en terapias. Son mas
pequefios, menos complejos y menos inmunogénicos que sus células progenitoras, ya
que tienen un menor contenido de proteinas unidas a la membrana (Lou et al., 2017).
La produccion y el almacenamiento de los exosomas son mas faciles que para sus células
parentales. Ademas, otras ventajas de los exosomas incluyen una vida media mas
prolongada en circulacién sanguinea (Kooijmans et al., 2012) y la capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica (Zhuang et al., 2011). Por todo esto, los exosomas pueden
manipularse facilmente y pueden modificarse con ciertos ligandos o proteinas en su
superficie para mejorar su capacidad de focalizacién. A todo ello tenemos que afadir
qgue las CMMs son el Unico tipo de célula humana que se sabe que tiene una capacidad
escalable para la produccion en masa de exosomas para el suministro de farmacos (Yeo
et al., 2013). En la actualidad, se ha puesto ya en marcha 92 ensayos clinicos basados en
la aplicacidn terapéutica de exosomas. Estudios preclinicos demostraron la seguridad de
los exosomas derivados de las CMMs, siendo posible su produccion escalable masiva a
dosis clinicamente relevantes (Bagno et al., 2018). Distintos estudios demuestran el

interés de los exosomas como terapia potencial en cancer. Asi, por ejemplo, se encontré
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gue los exosomas derivados de CMMs pueden tener un efecto antiproliferativo e,
incluso, inducir un estado de latencia en algunos tumores como el de mama u ovario
(Bliss et al., 2016; Ueda et al., 1989).

Por otra parte, los exosomas de las CMMs tienen un interés adicional para terapia
oncoldgica por su trofismo hacia los tumores, comportandose potencialmente como
“caballos de Troya”. Se demostré que las células cancerosas internalizan un mayor
porcentaje de exosomas en comparacion con las células normales (Greco et al., 2016;
Smyth et al., 2014). También se comprobé que la internalizacién de los exosomas por
las células cancerosas es 10 veces superior a la de los liposomas de tamano comparable
(Smyth et al., 2014). Ademas, aunque aun no se conoce bien del todo el mecanismo de
trofismo de los exosomas hacia los tumores, es sabido que la condicién de poseer un pH
acido incrementa la internalizacion de los exosomas, y los tumores abrigan un ambiente
especialmente acido (Yang et al., 2019). Esa propiedad de los exosomas ha motivado
qgue se plantee su utilizaciéon incluso como vehiculos transportadores de factores

antitumorales.

1.7.4 Células madre mesenquimales de cuello uterino (hUCESCs)
El tejido del cuello del Utero puede ser utilizado también como fuente de células madre.
1.7.4.1 Anatomia del cérvix

Histoldgicamente se ha observado que el cuello del Utero o cérvix posee dos partes, el
exocérvix y el endocérvix. El exocérvix es la parte externa, mas facilmente visible a través
de la vagina y posee un epitelio escamoso estratificado de multiples capas celulares. El
endocérvix no es visible en gran parte porque se encuentra formando el canal
endocervical que une el orificio cervical externo con la cavidad uterina y su epitelio es
cilindrico de una unica capa celular. Entre ambos existe una zona de unién de los dos
epitelios, la unidn escamocolumnar (SCJ), también conocida como zona de
transformacién (de Jesus, 2002). En la zona de transformacion (Figura 18) se producen
continuos procesos metaplasicos, con el fin de mantener el equilibrio y para protegerse
de las agresiones que implica, en el caso del cérvix, la exposicion de un epitelio glandular
a un medio vaginal hostil.
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Figura 18. Localizacidn anatémica de la zona de transformacion (Fuente: aego.es)
1.7.4.2 hUCESCs

Debido a las caracteristicas de su nicho anatémico no resulta sorprendente que el cuello
de utero humano sea un reservorio de CMMs.

El grupo de investigacion de la Fundacion Hospital de Jove obtuvo por exfoliacién del
cérvix uterino, mediante frotis de Papanicolaou, células que caracterizé mediante
inmunocitoquimica y citometria de flujo como CMMs y las llamé células madre del cuello
uterino humano (hUCESCs, por sus siglas en inglés).

Mediante inmunocitoquimica se comprobd que las hUCESCs expresan vimentina y B-
catenina y, en menor medida citoqueratina (clon AE1AE3), mientras que no expresan
actina HHF35, actina de musculo liso, desmina ni E-cadherina. Ademas, las hUCESCs
muestran una intensa expresién de tres factores de transcripcién caracteristicos de las
células madre embrionarias: KLF4, OCT4 y Sox2. Mediante citometria de flujo, el grupo
de investigacidn del Dr. Vizoso, determiné que las hUCESCs expresan CD29, CD44, CD73,
CD90y CD105, mientras que no expresan el marcador endotelial CD31 ni los marcadores
hematopoyéticos CD34, CD45, CD133, ni los marcadores de superficie de células madre
embrionarias CD117, HLA-DR ni TRA-1-81. Este fenotipo se observo en diferentes pases.
El indice de duplicacion fue de 1,76 cada 24 horas y ademas se indujo la diferenciacién
adipogénica, osteogénica y condrogénica, de las hUCESCs, cumpliéndose las
caracteristicas necesarias, determinadas por la Sociedad internacional de Terapia
Celular, para que una célula sea considerada CMM (Eiro et al. 2018).

Las hUCESCs presentan dos grandes ventajas respecto a otras CMMs y son: el método
de obtencién, minimamente doloroso e invasivo, mediante la exfoliacion del cérvix
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durante un examen ginecoldgico de rutina (Eiro etal. 2018) y el gran potencial
terapéutico de su secretoma.

1.7.4.3 Potencialidad de las hUCESCs y de su secretoma

Las hUCESCs son CMMs con capacidad regenerativa y tasa de crecimiento mayor que
otras CMMis aisladas de otros tejidos, como el adiposo, y son capaces de mantener su
funcionalidad y cariotipo estable al menos diez pases (Eiro etal., 2014). Se ha
demostrado que poseen funciones antitumorales, actividad antiinflamatoria y actividad
antimicrobiana.

Durante su cultivo, las hUCESCs secretan en el medio de cultivo una gran cantidad de
factores (Eiro et al., 2014) y los medios condicionados (MC) originados a partir de
cultivos con CMMs tienen un efecto reparador similar al de la implantacion de las
propias células (Guadix et al., 2017). Esa estrategia evita los problemas derivados de
utilizar las propias células madre: se resuelven los problemas de seguridad derivados de
la transplantacién de células vivas proliferantes, incluyendo la incompatibilidad
inmunoldgica, tumorogenicidad, formacidon de émbolos, la transmisién de infecciones
asociadas con las terapias celulares, y la entrada potencial de las CMMs en senescencia;
a diferencia de las terapias celulares, los secretomas pueden ser mejor evaluados en
cuanto a su seguridad, dosis y potencia, de forma andloga a los agentes terapéuticos
convencionales; los secretomas pueden ser almacenados sin necesidad de la aplicacién
de agentes criopreservativos potencialmente téxicos; y la utilizacion de productos
derivados del secretoma, tal como el medio condicionado o los exosomas, es mas
econdmica y mas practica para el uso clinico, debido a que el uso del secretoma podria
evitar el tiempo y los costes asociados con la expansidn y mantenimiento de las lineas
celulares clonales, ya que los secretomas para terapias podrian ser preparados
anticipadamente en grandes cantidades, y estar disponibles para los tratamientos
cuando fuera necesario.

En este sentido el secretoma de las hUCESCs ha mostrado tener diferentes
potencialidades:

EFECTO INMUNOREGULADOR.

La capacidad antiinflamatoria del medio condicionado de las hUCESCs (MC-hUCESCs) se
demostré mediante estudios sobre un modelo in vivo de uveitis (Bermudez et al., 2016).
El MC-hUCESCs redujo la infiltracion de leucocitos y la produccion de citoquinas
proinflamatorias en un modelo in vivo de uveitis. La administraciéon tépica de MC-
hUCESCs en ratas con uveitis muestra una baja infiltracidon leucocitaria similar al
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tratamiento con dexametasona, tanto en la retina como en los procesos ciliares,
comparado con los ratones no tratados o tratados sélo con el medio de cultivo.

Por otra parte se ha demostrado la capacidad del MC-hUCESCs de inhibir y revertir la
diferenciacién de monocitos a macréfago (Eiro et al., 2014).

EFECTO REGENERATIVO.

El MC-hUCESCs favorece el proceso de regeneracion tisular de la cérnea en un modelo
animal de ojo seco en rata y conejo (Bermudez et al., 2015), permitiendo el cierre de la
Ulcera de manera mas rapida que el tratamiento con gotas oftdlmicas usadas
actualmente en clinica.

EFECTO ANTIMICROBIANO.

El MC-hUCESCs favorece la inhibicion del crecimiento bacteriano. Se evidencio in vitro
el efecto antibacteriano sobre Escherichia coli y sobre Staphylococcus epidermidis. El
analisis del secretoma de la hUCESCs mostré elevados niveles de proteinas que podrian
estar involucradas en su efecto antibacteriano (Bermudez et al., 2015).

Por otra parte, el Mc-hUCESCs inhibe el crecimiento de varias cepas sensibles de
Cdndida e inhibe en casi el 80% el crecimiento de Cdndida albicans en pacientes con
candidiasis vaginal crénica resistente al tratamiento (Schneider et al., 2018).

EFECTO ANTITUMORAL.

Las hUCESCs tienen potentes efectos antitumorales, que son mdas pronunciados en
tumores altamente proliferantes (Eiro et al., 2014).

Eiro et al. (2014) demostraron que el tratamiento in vitro a una linea celular de cancer
de mama altamente invasivo (MDA-MB-231) con MC-hUCESCs disminuye Ila
proliferacion celular, modificando el ciclo celular induciendo apoptosis y reduciendo la
capacidad de invasion. Asi mismo, en un modelo de xenoinjerto de tumor en ratén con
inmunodeficiencia combinada, el tratamiento intratumoral con MC-hUCESCs redujo de
forma significativa el crecimiento tumoral (Figuras 19 - 20) y se demostré una mayor
supervivencia global (Figura 21) ( Eiré et al. 2014).
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Figura 19. Imagenes representativas del mapa de intensidad de luminiscencia de los ratones tratados
intratumoralmente con medio de cultivo (Controles) y con MC-hUCESCs (MC-Tratados) a los 15,20, 25y
30 dias después de la inyeccidn de células MDA-MB-231 (Fuente: Eiro et al., 2014)
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Figura 20. Volumen tumoral medida la luminiscencia después de 15,20,25 y 30 dias de tratamiento con
MC-hUCESCs (Fuente: Eiro et al., 2014)
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Figura 21. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier (Fuente: Eiro et al., 2014)

Ademas, es sabido que el desarrollo de un tumor maligno estd intimamente relacionado
con complejas interacciones entre las células tumorales y el estroma tumoral (Eiro et al.,
2014), siendo los dos tipos celulares mejor estudiados los fibroblastos y los macréfagos.

Estudios previos informan de que los fibroblastos y macréfagos promueven el inicio del
tumor, la invasién y la aparicion de metdastasis (Eiro et al., 2014). Respecto al cancer de
mama los fibroblastos no sélo promueven la progresion del tumor, sino que también
inducen resistencia terapéutica. En esta linea, la Dra. Eiro y su equipo de investigacién
estudiaron si el MC-hUCESCs podria actuar sobre el microambiente tumoral,
demostrando que el co-cultivo de fibroblastos de tumores con hUCESCs redujo
significativamente la proliferacion e invasidn celular de los fibroblastos, induciendo una
apoptosis temprana (Figura 22) (Eiro et al., 2014).

12h 48 h 72h
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Figura 22. Proliferacion celular de los fibroblastos asociados a cancer (CAFs) a las 12h, 48h y 72h en co-
cultivo con hUCESCs. (Fuente: Eiro et al., 2014)
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Ademas, se demostrd que la diferenciacion de monocitos a macrdéfagos se inhibid
significativamente con el tratamiento con MC- hUCESCs (Eiro et al. 2014).

En consonancia con todos esos efectos del MC-hUCESCs, se observd que este producto
bioldgico tiene una elevada concentracién de factores antitumorales en comparacién
con el medio control o con el medio condicionado de las células madre del tejido adiposo
(MC-ASCs), tales como la proteina LIGHT (o TNFSF14), el FLT3-ligando (FLT3-LG), la
proteina 10 inducible por el interferdn-gamma (IP-10) y el péptido asociado a la latencia
(LAP) (Noemi Eiro et al., 2014). Esos factores han sido asociados con la induccion de
apoptosis, inhibicion del crecimiento celular o reduccién de la invasién tumoral. Por el
contrario, los datos indican que, en comparaciéon con el MC-ASC, el MC-hUCESCs
contiene muy bajos niveles de factores conocidos como estimuladores del crecimiento
tumoral, tales como EGFR, FGF 4y 9, ICAM3, IL6, IL6R, MCP3, CCL7, MIF, sgp130y VEGF.
Esas diferencias en la composicion de ambos medios condicionados, parecen indicar que
las propiedades de las CMMs y de sus secretomas varian dependiendo del origen de las
mismas. Asi pues, parece que los efectos antitumorales de las hUCESCs tienen que ver
con su nicho biolégico en el organismo humano.

En base a todo lo expuesto anteriormente podemos concluir que el medio condicionado
obtenido de las hUCESCs puede constituir una nueva modalidad en la terapia bioldgica
antitumoral (Eiro et al., 2014).
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El cdncer de mama es una enfermedad muy heterogénea desde el punto de vista
bioldgico. Debido a que su prondstico se encuentra condicionado a la agresividad de
las células cancerosas y a las caracteristicas fenotipicas de las células del estroma
tumoral con las que interacciona, debemos plantearnos nuevos enfoques
terapéuticos. En este sentido hemos identificado y caracterizado un nuevo tipo de
células madre mesenquimales del cérvix uterino (hUCESCs), cuyo producto biolégico
(medio condicionado/secretoma) (MC-hUCESCs) tiene efectos antitumorales en el
cancer de mama triple negativo, afectando a aspectos bdsicos como la capacidad
proliferativa, el ciclo celular y la capacidad invasiva de las células tumorales.

Una vez demostrado el efecto antitumoral del MC-hUCESCs sobre lineas celulares
tumorales de los carcinomas mas agresivos de mama (triple negativo), se planted la
posibilidad de un efecto sinérgico entre el MC-hUCESCs y el tratamiento actual de
guimioterapia en este tipo de tumores; paclitaxel.

2.2 Objetivos

Objetivo principal

Investigar in vitro el efecto de la combinacion de MC-hUCESCs con quimioterapia
sobre una linea celular de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231).
Objetivos especificos:

e Evaluar in vitro el efecto de la combinacién de MC-hUCESCs con quimioterapia
sobre la capacidad proliferativa de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-
231.

e Estudiar in vitro el efecto de la combinaciéon de MC-hUCESCs sobre la capacidad
invasiva de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.
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3. Material y Método

3.1 Cultivo celular

3.1.1 Principio del cultivo celular

El cultivo celular en condiciones controladas es una de las principales técnicas
empleadas en los estudios de investigacion con células madre, mediante la creacidn de
un ambiente artificial que permite su supervivencia y proliferacidn. Los requerimientos
basicos para que las células crezcan éptimamente son: una temperatura adecuada, un
substrato para la adhesién celular, un medio de cultivo apropiado y un incubador que
mantenga un pH y una osmolaridad correctas. Es fundamental la selecciéon del medio
para el cultivo in vitro. En este estudio se ha empleado el DMEM-F12 con glutamina,
penicilina y estreptomicina, con 10% de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés),
factores de crecimiento epidérmico (EGF, Gibco, LifeTecnologies, Paisley, UK),
hidrocortisona (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) e insulina (Gibco, LifeTecnologies).

El DMEM-F12 es un medio de cultivo comercial que ha mostrado ser éptimo para el
cultivo de una gran variedad de células. Es un medio basal que no contiene proteinas o
agentes que promuevan el crecimiento. Cominmente, se suplementa con 5 a 10 % de
FBS. El FBS provee portadores o quelantes de nutrientes labiles o insolubles en agua,
hormonas, factores de crecimiento e inhibidores de proteasas, ademds se une y
neutraliza sustancias toxicas.

Durante el cultivo celular utilizamos una campana de flujo laminar vertical para asegurar
la esterilidad del proceso, un incubador a 372C, 90 % de humedad y en ambiente de 95%
de aire y 5% de COaz. Para disgregar el moco cervical de la muestra y posteriormente en
cada subcultivo, para romper la unién celular, usamos tripsina 1X (LONZA BEO2-007E).

3.1.2 Realizacion de un subcultivo

El subcultivo o pase es el trasplante de células de un envase de cultivo a otro. Nos
referimos a un nuevo subcultivo o pase cada vez que se tripsinizan las células. La tripsina
consigue despegar las células adheridas al plastico, que se van a observar, con forma
redondeada, flotando en el liquido de cultivo. En cada pase, se retira el medio de cultivo
mediante aspiracion y se lava con una solucidn salina tamponada llamada PBS
(phosphate-bufferedsaline), para retirar los restos de FBS, que bloquea la actividad de
la tripsina. A continuacidn, se retira también el PBS, se afiade la tripsina y se incuba entre
5y 7 minutos a 372C. Posteriormente, se recoge la tripsina con las células ya despegadas
y se introduce en un tubo que contiene DMEM-F12 con FBS y se centrifuga 5 min a 400g
para conseguir el pellet o botdn celular. Después de la centrifugacién se obtienen 2
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fases, en el fondo del tubo se encuentran las células (botdn celular) y el liquido en la
superficie. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el botén celular. Una parte (1
ml) se congela y el resto se siembra para seguir con el cultivo.

3.1.3 Congelacion de células

Para la congelacién se usa de criopreservante el dimetilsulféxico (DMSO). Las células al
congelarse aumentan su densidad con lo que podrian romper su membrana. El DMSO
extrae osmodticamente un poco del agua intracelular y mediante un proceso de
congelacion constante de un grado por minuto se consigue mantener la integridad
celular. Asi pues, se introduce en un criovial el DMEM-F12 con antibidticos y suero fetal
bovino (sin afiadir los factores de crecimiento), las células y un 10% de DMSO. El criovial
se mete en un enfriador de espuma (que permite la congelacidon progresiva con
descenso de 12C por minuto) y rdpidamente se introduce en el congeladora-802C. Una
vez afnadido el DMSO hay que actuar con rapidez porque puede ser téxico y danar a la
célula si no se introduce en el congelador con prontitud.

3.2 Secretoma de las MC-hUCESCs
3.2.1 Obtencion de la muestra

La toma de la muestra se realiza mediante el procedimiento habitual de una citologia en
medio liquido (Figura 23), poniendo especial atencidn en recoger la muestra de la zona
de transformacion. El cepillo endocervical (Cervibrush — Jiangsu Yada technology Group
Co, LTD) es recto y cilindrico, se introduce tres cuartas partes en el canal endocervical y
se gira no mas de 152. Con este pequefio giro es suficiente ya que tiene cerdas en los
36089, si se gira mas, puede provocar sangrado y diluir la muestra.

Espéculo uterino

Figura 23. Obtencion de la muestra mediante citologia (Fuente: http://histologia-horario2.blogspot.com)
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3.2.2 Aislamiento de las células

Tras la obtencidn de la muestra se realiza una digestion enzimatica de la misma y se
centrifuga 5 min a 400 g, el pellet celular es entonces sembrado y cultivado en medio
DMEM-F12 con glutamina, suplementado con 10% de FBS 1% de penicilina y
estreptomicina, factor de crecimiento epidérmico (EGF), hidrocortisona e insulina.

Una vez realizado el aislamiento de las células, se requiere la identificacidn inequivoca
de las mismas. En esta investigacion las hUCESCs se caracterizaron mediante citometria
de flujo.

3.2.3 Caracterizacion de las células

Las células pueden caracterizarse en funcién de su morfologia, la expresidon de genes o
la presencia y/o ausencia de determinadas proteinas en la membrana celular. Las
proteinas que se expresan en la membrana celular pueden evaluarse mediante el uso
de anticuerpos especificos marcados con un fluoréforo, de tal manera que la presencia
e intensidad del marcaje se puede medir con un citometro de flujo, indicando la
presencia y abundancia de dicha molécula en cada una de las células de la poblacidn
testada.

La citometria de flujo utiliza luz |aser para el recuento y clasificacion de células en
suspension dentro de una poblacidn heterogénea segun sus caracteristicas morfoldgicas
o la presencia de determinados biomarcadores. Las células suspendidas en un fluido
atraviesan un tubo transparente de un calibre muy pequefio y sobre este incide un rayo
de luz laser. Al pasar este por el pasaje de las células a través del tubo, se dispersara una
luz que se recoge mediante unos detectores (Figura 24). A partir de esta informacion, el
sistema informatico genera una serie de histogramas y graficos de dispersidén que
permiten hacer inferencias en cuanto al tamafio y la complejidad de las células. Para
ello, se resuspenden 100.000 células en un volumen de 100 pl de PBS al cual se afiade
el volumen correspondiente de anticuerpo y se incuba. Posteriormente, las células son
lavadas con 300ul de PBS, centrifugadas a 400g durante 5min. Finalmente, se
resuspende el botdn celular en 300ul de PBS y se analiza en el citometro de flujo
Cytomics FC500 de BeckmanCoulter.
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Figura 24. Fundamentos del citometro de flujo (Fuente: Universidad de Madrid)
En el control negativo no se utiliza ninglin anticuerpo y por eso no expresa ningun

marcador.

Las células son caracterizadas por citometria de flujo para comprobar la expresién de
los marcadores CD31, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 y CD117 (Tabla 7).

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para la caracterizacion de las hUCESCs mediante citometria de flujo.

Anticuerpo Casa Comercial Referencia Volumen (pL) Tiempo Incubacién (min) Temperatura (2C)
CD31 BD Biosciencies 555446 10 30 4
CD34 BD Biosciencies 555822 10 30 4
CD44 BD Biosciencies 555479 10 30 4
CD45 BD Biosciencies 555482 10 30 4
CD73 BD Biosciencies 550257 10 30 4
CD90 MACS 130-114-859 4 30 hielo

MiltenyiBiotec

CD105 MACS 130-112-169 4 30 hielo
MiltenyiBiotec

CD117 BD Biosciencies 332785 10 30 RT
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3.2.4 Produccion del medio condicionado

El medio condicionado de las hUCESCs (MC-hUCESCs) se obtiene a partir de un cultivo
con un 70% de confluencia. Una vez que la confluencia es del 70% en el fondo de la
botella de cultivo, se retira por aspiracion el medio de cultivo completo y se realizan 3
lavados con PBS (se debe retirar perfectamente todos los restos de suero fetal bovino,
antibioticos y factores de crecimiento sin dafiar a las células). Se afiade medio DMEM-
F12 sin FBS durante 48 horas en el incubador a 372C. Durante ese tiempo las hUCESCs
adheridas al fondo de la botella, se multiplican y se relacionan con el medio extracelular
secretando sustancias. Transcurridas esos dos dias, el medio es recogido y centrifugado
5 min a 400g. El sobrenadante (medio condicionado) es recogido (constituido por el
DMEM-F12, cuya composicion conocemos, mas las sustancias que en él han liberado las
hUCESCs) y es utilizado inmediatamente o introducido en tubos de liofilizacién para su
conservacion, haciendo dosis de 1 a 5 ml. Las dosis elaboradas se guardan en el
congelador a - 80 2C (para liofilizarlas las muestras deben estar previamente
congeladas). El liofilizado se puede resuspender en un volumen 1X de agua (igual
volumen que el anterior a liofilizar) y/o 2X (2 veces menos volumen, pero 2 veces mas
concentrado).

3.3 Ensayos

3.3.1 Ensayo de proliferacion

Los ensayos de proliferacidn consisten en ensayos colorimétricos en los que se utiliza un
reactivo (WST-1), que permite analizar la actividad de las hidrogenasas mitocondriales
mediante la lisis de cloruro de tetrazolio en formazan. Puesto que este proceso
Unicamente se lleva a cabo en células viables, la cantidad de formazan se relaciona
directamente con el numero de células metabdlicamente activas. Se mide Ia
absorbancia.

Para determinar el efecto del MC-hUCESCs sobre la viabilidad de la linea celular MDA-
MB-231 se realizaron ensayos colorimétricos de proliferacién con el reactivo WST-1
(Roche, 05015944001).

Se sembraron en placas de 96 pocillos (Figura 25) la linea celular MDA-MB-231:
3,5x103 células/pocillo, y se cultivaron 24 horas en medio DMEM-F12 suplementado con
10% de FBS y 1% de penicilina-estreptomicina. Posteriormente, se retiré el medio con
FBS y se trataron de acuerdo a las siguientes condiciones:

- Control: medio DMEM-F12 sin FBS
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- Quimioterapia: paclitaxel (667713.10H Kabi) a 1uM, 3 uM y 5 uM

- MC: MC-hUCESCs 1X

- Quimioterapia + MC: paclitaxel a 1uM, 3 uM y 5 uM en combinacidn con MC-hUCESCs
1X.

Los tratamientos fueron realizados por triplicado, en 100ul, y se cultivaron durante 48
horas. Posteriormente, se anadieron 10 plL del reactivo de proliferacion WST-1 y se
incubd durante 4 horas a 37 °Cy 5% de CO.. La proliferacion se cuantificé mediante la
lectura de la placa en un lector de placas: Biorad, iMark™ (Figura 26), midiendo la
absorbancia a 450 nm y sustrayendo el valor de la absorbancia a 655 nm.

Figura 25. Placas de cultivo celular, ensayo de proliferacion celular-WST1 (Fuente: Laboratorio de
investigacidn Hospital de Jove)

Figura 26. Lector de placas: BioRad, iMark™ (Fuente: Laboratorio de investigacidn del Hospital de Jove)
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3.3.2 Ensayo de invasion

Para determinar la capacidad invasiva de una linea celular se analiza el nimero de
células que son capaces de atravesar una fina capa de Matrigel (mezcla gelatinosa
proteica de membrana basal que polimeriza a temperatura ambiente y se asemeja a la
matriz extracelular). Las cdmaras de invasion constan de dos compartimentos separados
por una membrana de polietileno que permite el paso de células a través de ella.

Para determinar el efecto del MC-hUCESCs sobre la capacidad invasiva de la linea celular
de cancer de mama MDA-MB-231 se utilizaron camaras de invasidn para placas de 24
pocillos (Corning, BiocoatMatrigel™, 354480) que constan de dos compartimentos
separados por una membrana de polietileno tereflalato con poros de 8 um (Figura 27).

Matriz BD

Matrigel™ Cadmara de invasion

Células

Membrana de 8 um de poro

Medio condicionado

Figura 27. Modelo de ensayo de invasion con BD BiocoatMatrigelTM (Fuente: Adaptacién de imagen de
docplayer.es Universidad Nacional de Colombia)

En la cdmara superior, sobre el Matrigel, se sembré la linea celular MDA-MB-231: 40.000
células en 500uL, en presencia del tratamiento correspondiente y en el compartimiento
inferior el medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS y 1% de
penicilina-estreptomicina.

Los diferentes tratamientos fueron los siguientes:

- Control: medio DMEM-F12 sin FBS

- Quimioterapia: Paclitaxel (667713.10H Kabi) a 1uM

- MC: MC-hUCESCs 1X
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- Quimioterapia + MC: Paclitaxel a 1uM en combinaciéon con MC-hUCESCs 1X
Los tratamientos fueron realizados por duplicado y se cultivaron durante 48 horas.

Tras laincubacion, las células que no habian invadido la membrana se retiraron frotando
suavemente con un bastoncillo de algodén, mientras que las células que habian
alcanzado la superficie inferior de la membrana se fijaron con metanol absoluto frio
durante 20 minutos y posteriormente, se tifieron con una solucién de cristal violeta 0,5%
y metanol al 20% durante 30 minutos en oscuridad. Finalmente, se lavaron los insertos
en agua destilada y se dejaron secar al aire. Para el recuento celular se utilizé un
microscopio invertido a 40x aumentos, en 10 dreas y se contd el nimero de células con
el software ImageJ en cada campo.

3.4 Estadistica

Para el estudio estadistico de los datos obtenidos se ha utilizado el programa
PASW®Statistics 18. En primer lugar, se ha determinado si las poblaciones siguen una
distribucién normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para valorar los datos
obtenidos entre los diferentes grupos en los ensayos de proliferacién e invasién, que
muestran una distribucién normal, se utilizé el test ANOVA (prueba post-hoc de
Bonferroni). Todos los valores se expresan como media + desviacidn estandar.

Se establecieron diferencias significativas cuando el p-valor es inferior o igual a 0,05.
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Resultados
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4. Resultados

4.1 Cultivo y caracterizacion de las hUCESCs

En torno a un millén de células fue caracterizado por citometria de flujo, el resto se
mantuvo en subcultivos para la produccidn del MC-hUCESCs. En la figura 28 se muestra
la fotografia de un cultivo de hUCESCs, en la que se observa que las células son
adherentes y con morfologia fibroblastoide.

Figura 28. Células en cultivo, hUCESCs (Fuente: Laboratorio de investigacion del Hospital de Jove)

Las células caracterizadas expresaron en su superficie los anticuerpos CD44, CD73,
CD90, CD105 y no expresaron los marcadores asociados a las células de origen endotelial
y hematopoyético: CD31, CD34, CD45, CD117 (Figura 29). Asi, se demostré que las
células aisladas son células madre mesenquimales de cérvix uterino (hUCESCs).

Control Negativo D31 cD34 cDaa CD45

co73 CD90 CD105 cD117

Figura 29. Resultado de la caracterizacion por citometria de flujo (Fuente: Laboratorio de investigacion
del Hospital de Jove)
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4.2 Ensayo de Proliferacion

Para determinar el efecto de la quimioterapia (paclitaxel), del medio condicionado (MC-
hUCESCs) y de la combinacion de ambos sobre la capacidad de proliferacion de la linea
celular MDA-MB-231, se realizé el andlisis de la actividad mitocondrial mediante
ensayos colorimétricos de proliferacién con el reactivo WST-1.

Los resultados del ensayo de proliferacién evidenciaron que el paclitaxel (1uM, 3uM,
5uM) inhibe de forma significativa la proliferacion de las células MDA-MB-231, siendo
mayor la inhibicién a mayor concentracién (Figura 30). De la misma manera, el MC-
hUCESCs muestra la capacidad de reducir la proliferacion de las células MDA-MB-231,
pero menor a la mostrada por el Paclitaxel a 3uM y 5uM. Sin embargo, la combinacién
de ambos tratamientos inhibe la proliferacidon de las células tumorales, de forma mas
significativa que sdélo con el tratamiento de quimioterapia. Asi, el MC-hUCESCs potencia
el efecto inhibitorio/citotdxico de la quimioterapia sobre las células tumorales agresivas
de cancer de mama.
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8
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& 20 T
10
0
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Figura 30. Porcentajes de inhibicion de la proliferacién de la linea celular MDA-MB-231 expuesta a
concentraciones de 0, 1, 3y 5 uM de paclitaxel y paclitaxel +MC-hUCESCs.
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4.3 Ensayo de Invasion

Para analizar el efecto de la combinacién de paclitaxel y MC-hUCESCs sobre la capacidad
de invasion de la linea celular tumoral MDA-MB-231 se realizaron ensayos en cdmara
con Matrigel in vitro.

En aquellos casos en los que la linea MDA-MB-231 fue tratada con Paclitaxel o MC-
hUCESCs se observé una disminucidn en el nimero de células capaces de invadir la
matriz, pero esta capacidad invasiva fue aun menor cuando el tratamiento aplicado
consistié en la combinaciéon de ambos (Figura 31).

Figura 31. Invasidn de la linea celular tumoral MDA-MB-231:
A: DMEM-F12 (control); B: MC-hUCESCs 1X; C: DMEM-F12 + Paclitaxel a 1 y; D: MC-hUCESCs 1X +
Paclitaxel a 1 uM.

El posterior analisis estadistico de la capacidad invasiva de la linea tumoral MDA-MB-
231 indicé que existen diferencias significativas en la capacidad invasiva dependiendo
de si esta linea tumoral es tratada con Paclitaxel, con MC-hUCESCs o con la combinacion
de ambos (p<0,005) (Figura 32).
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Figura 32. Porcentajes de inhibicion en la invasién de la linea celular MDA-MB-231 expuesta a DMEM-
F12, al MC-hUCESCs y a concentraciones de 1 uM de Paclitaxel y 1 uM de paclitaxel +MC-hUCESCs.
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5. Discusion

El presente estudio in vitro demuestra que el medio condicionado de un tipo especial de
CMM obtenidas del cérvix uterino (hUCESCs) muestran un potente efecto antitumoral,
gue resulta aditivo al efecto del agente quimioterapico Paclitaxel, en la linea celular de
cancer de mama altamente agresiva MDA-MB-231. Esos efectos antitumorales los
hemos confirmado en dos procesos basicos de la progresién tumoral, tales como la
proliferaciéon y la capacidad invasiva de las células cancerosas. Esos resultados
confirman, en parte, observaciones previas sobre el efecto antitumoral del medio
condicionado de las hUCESCs (Eiro etal.,, 2014). Pero, ademads, extienden el
conocimiento sobre la potencialidad anticancerosa de estas células al comprobar que
potencian el efecto de la quimioterapia. Ello resulta muy interesante desde dos puntos
de vista. Por una parte, los datos in vitro, si se extienden a estudios experimentales in
vivo y ensayos clinicos, pueden contribuir a mejorar las perspectivas de la resistencia a
agentes quimioterdpicos en cancer de mama agresivo. Por otra parte, tal como sugieren
los resultados, podria ser posible conseguir los mismos efectos anticancerosos
utilizando menores dosis de quimioterapia. Esto Ultimo supone una gran ventaja, ya que
son conocidos los efectos adversos de este tipo de terapias. La quimioterapia es un
tratamiento sistémico que destruye las células cancerosas al detener su capacidad de
crecer y dividirse. Debido a que, por lo general, las células cancerosas crecen y se dividen
mas rapidamente que las células normales, son mas susceptibles a la accion de estos
farmacos. Sin embargo, el dafio a las células normales es inevitable y explica los efectos
secundarios, tales como: la propensién a tener infecciones, cansancio, dolor, malestar,
inapetencia y pérdida de peso.

Las limitaciones del presente estudio derivan de su naturaleza experimental in vitro.
Pero este tipo de estudios resulta imprescindible para luego abordar los estudios in vivo
de experimentacién animal y poder dar el gran paso a los ensayos clinicos en humanos.
Por otra parte, no es suficiente para definir de forma precisa los mecanismos por los que
el secretoma de las hUCESCs ejerce sus mecanismos de inhibicidn de la proliferaciéon y
de la capacidad invasiva de las células cancerosas.

Las hUCESCs tienen todas las caracteristicas que definen a las CMMs, de acuerdo a los
criterios universales establecidos por la Sociedad internacional de Terapia Celular en
2006. Asi, poseen capacidad de adherencia al plastico en cultivo, simultdneamente
expresan marcadores estromales (CD29, CD44, CD73, CD90, y CD105), en ausencia de
otros antigenos hematopoyéticos (CD45 y CD14) o endoteliales (CD31 and CD34), y
moléculas de superficie HLA-DR. Ademds, presentan una alta plasticidad para
diferenciarse in vitro, bajo condiciones estandares de cultivo, a osteoblastos, adipocitos
y condrocitos (Dominici et al., 2006).
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Las células madres, aunque en cantidades minimas, estan presentes en numerosos
tejidos del organismo y participan y controlan la renovacion tisular. Asi pues, el cérvix
uterino representa una nueva fuente de este tipo de células. Clasicamente las mas
consideradas en estudios de investigacion son las CMMs de la médula ésea, del tejido
adiposo y del cordén umbilical. Pero en los ultimos afios han ido incorporandose CMMs
de mas origenes, tales como de Uutero, placenta, liquido amnidtico, pulmdn, liquido
sinovial del cartilago o membrana, amigdala, dermis, musculo esquelético, periostio,
pulpa dental del ligamento periodontal o sangre periférica (Vizoso et al., 2017).

Este nuevo tipo de CMM de cérvix uterino (hUCESCs) se obtiene de modo no invasivo y
son faciles de cultivar en grandes cantidades. Mds recientemente también han podido
obtenerse de piezas de histerectomia de pacientes que se sometieron a cirugia por
patologias benignas y no infecciosas. En afios recientes, se ha comprobado que el
producto biolégico derivado de su medio de cultivo, llamado secretoma o medio
condicionado (MC-hUCESCs), tiene potentes propiedades antiinflamatorias,
regenerativas, antimicrobianas y antitumorales (Eiro et al. 2014; Bermudez et al. 2016;
Bermudez et al. 2015; Schneider et al. 2016; 2018; 2019). En relacién con este ultimo
aspecto, se demostro la eficacia antitumoral del MC-hUCESCs sobre la linea celular de
adenocarcinoma de mama humana altamente agresiva MDA-MB-231 y sobre cultivos
primarios de cdncer de mama con alta tasa proliferativa. Estos efectos antitumorales
incluyen la inhibicién de la proliferacion celular, la invasién tumoral y la estimulacion de
la apoptosis (Eiro et al., 2014). Ademas, la administracién intratumoral de MC-hUCESCs
indujo una inhibicién significativa del crecimiento tumoral in vivo en ratones
inmunodeficientes transplantados con células MDA-MB-231, aumentando su
supervivencia. Por otra parte, estos estudios in vitro demostraron importantes efectos
potencialmente antitumorales sobre el estroma. El MC-hUCESCs inhibe, e incluso
revierte, la transformacién de monocitos a macréfagos, limitando asi la adquisicién de
una capacidad fagocitica, la produccién de enzimas liticas y secrecién de factores
protumorales. Asi mismo, el MC-hUCESCs inhibe potentemente la proliferacion vy
capacidad invasiva de los fibroblastos asociados a cancer (Noemi Eiro et al., 2014). En
esta linea, resultan también relevantes los datos del presente estudio demostrando que
el MC-hUCESCs potencia el efecto antitumoral del paclitaxel en lineas celulares de
cancer de mama, que representa el tratamiento estandar para los carcinomas de mama
triple negativos, que son los mds agresivos.

La zona de transformacion del cuello uterino, de donde son obtenidas las hUCESCs, es
una zona critica, donde se llevan a cabo eventos bioldgicos cruciales para el bienestar
del huésped. En dicha zona, el epitelio endocervical (monocapa) se transforma
constantemente en otro de multiples capas, el epitelio exocervical estratificado, que es
mas resistente frente a agentes externos. Este proceso constante, llamado metaplasia
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escamosa, favorece especialmente la acumulacion de mutaciones y el eventual
desarrollo de un fenotipo maligno. Por otra parte, la regeneracién y la inflamacion estan
estrechamente vinculados en este entorno y constituyen un modelo estdndar de la
carcinogénesis. Por lo tanto, es razonable considerar que las células madre de esta
localizacion anatdmica estan en posesion de algunos mecanismos de defensa
intrinsecos frente a la vulnerabilidad inherente de la transformacidon maligna. Podria ser
que las hUCESCs actuasen como "guardianes de su entorno" impidiendo que las células
adultas adquieran un fenotipo maligno, a través de la modulacién de su tasa de
proliferaciéon y la induccidn de la apoptosis, si llegan a ser peligrosas para el huésped
(Schneider et al., 2016). Estos efectos pueden ser mediados por factores liberados al
medio por las hUCESCs. En este sentido, es sabido que hasta el 80% del efecto
terapéutico de las CMMs se debe a que secretan una amplia gama de factores
paracrinos, denominados colectivamente como secretoma. Este término genérico
incluye diferentes factores bioactivos, como las moléculas solubles (citoquinas,
quimiocinas y factores de crecimiento), pero también vesiculas unidas a la membrana
que contienen biomoléculas. Ademads, cabe destacar que tras su liofilizacién, el MC-
hUCESCs mantiene sus propiedades antitumorales, antiinflamatorias y regenerativas, asi
como las citoquinas y microvesiculas relacionadas con esas propiedades (Eiro et al.,
2014; Bermudez et al., 2015; Bermudez et al., 2016) lo cual facilita su utilizacidon
potencial en el ambito clinico. Partiendo de la idea de que el efecto pro- o antitumoral
de las CMMs depende del origen de las CMMs y del tipo del tumor, los datos existentes
parecen converger en que las CMMs de origen uterino y tejidos relacionados con el
embarazo tienen un amplio efecto antitumoral, por lo que podrian ser buenas
candidatas para terapias oncolégicas. De igual manera, los productos derivados del
secretoma de las CMMs, tales como los exosomas, pueden representar una buena
estrategia terapéutica al evitar los inconvenientes relacionados con las terapias
directamente celulares. Una ventaja adicional de esta propuesta es, que esos nuevos
productos bioldgicos pueden tener trofismo hacia los tumores y ser manipulados con
objeto de aumentar su efectividad y potencia.

Este estudio estd en linea con las nuevas tendencias en medicina regenerativa de utilizar
el secretoma de las CMMs en lugar de las propias células.
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Conclusiones
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6. Conclusiones

Las conclusiones de este estudio son:

1. La combinacién de la quimioterapia y el MC-hUCESCs muestra un efecto
sinérgico inhibitorio de la proliferacion de la linea celular de cancer de mama
MDA-MB-231.

2. El tratamiento combinado de la quimioterapia y el MC-hUCESCs muestra un
efecto sinérgico inhibitorio de la capacidad de invasién de la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231.

3. En base a los resultados obtenidos in vitro, podria valorarse el tratamiento
combinado de la quimioterapia y el MC-hUCESCs, gracias a su efecto sinérgico,
en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas antitumorales.
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