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RESUMEN:

El cancer de mama es la neoplasia que mas comunmente afecta a las mujeres
de todo el mundo, pudiendo verse influido por diferentes factores riesgo y
teniendo grados de agresividad variables en funcion del tipo de receptores que
expresen sus ceélulas. Uno de los mecanismos mas estudiados y que tiene un
papel relevante en la patogénesis y desarrollo de dicha enfermedad es la
angiogénesis. Mediante este proceso, los tejidos tumorales mamarios son
capaces de proliferar, creciendo y adquiriendo propiedades invasivas y
migratorias, facilitando la diseminacién neoplasica hacia otras localizaciones. El
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) interactuando con su
receptor VEGFR, se trata del agente angiogénico fundamental para el desarrollo
de los procesos de neovascularizacion, pudiendo verse estimulado por
diferentes factores como pueden ser determinadas citoquinas o las situaciones
de hipoxia. Moléculas tales como la melatonina o los mMIARN actdan
contrarrestando las acciones angiogénicas de VEGF necesarias para la correcta
carcinogénesis, por lo que inhibirian los procesos multiplicativos, la
diseminacion, el crecimiento y la migracion celular maligna en los tumores
mamarios. Debido a ello, diferentes lineas de trabajo estan fijando sus objetivos
en el empleo de moléculas anti-angiogénicas para asociarlas a las terapias
convencionales con fines terapéuticos.

Palabras clave: Angiogénesis; cancer de mama,; terapias anti-angiogénicas en
el cancer de mama; VEGF; melatonina; mi-ARN; Bevacizumab; andrografolido.

SUMMARY:

Breast cancer is the neoplasm that most commonly affects women worldwide,
being able to be influenced by different risk factors and having several degrees
of aggressiveness depending on the type of hormone receptors that are
expressed by their cells. One of the most studied mechanisms that has a relevant
role in the pathogenesis and development of this disease is angiogenesis.
Through this process, mammary tumor tissues are able to proliferate, growing
and acquiring invasive and migratory properties, facilitating neoplastic
dissemination to other locations. Vascular endothelial growth factor (VEGF)
interacting with its receptor VEGFR, is the fundamental angiogenic agent
necessary for the development of neovascularization processes, which can be
stimulated by different factors such as certain cytokines or hypoxia situations.
Molecules such as melatonin or miRNAs act by counteracting the angiogenic
actions of VEGF necessary for correct carcinogenesis, thus inhibiting
multiplicative processes, spread, growth and malignant cell migration in
mammary tumors. Due to this, different lines of work are setting their objectives
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in the use of anti-angiogenic molecules to associate them with conventional
therapies in order to achieve therapeutic purposes.

Key words: Angiogenesis; breast cancer; anti-angiogenic therapies in breast
cancer; VEGF; melatonin; mi-RNA; Bevacizumab; andrographolide.

2.- INTRODUCCION:

2.1- ANGIOGENESIS.

El término “angiogénesis” se emplea para referirse a la formacién de nuevos
vasos sanguineos 2, Se trata de un proceso fundamental para la creacion de
una nueva red vascular necesaria para suministrar nutrientes, oxigeno y células
inmunes, asi como para eliminar los productos de desecho @®. El proceso de
angiogénesis esta constituido por dos fases diferenciadas:

1. Vasculogénesis: formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
células endoteliales diferenciadas que proliferan al mismo tiempo que el
crecimiento corporal.

2. Angiogénesis: formacidn de nuevos vasos sanguineos a partir de
capilares preexistentes. Esta fase, a diferencia de la anterior, puede estar
presente a lo largo de toda la vida @.

De manera fisioldgica, la angiogénesis esta presente en el endometrio durante
el ciclo reproductivo de la mujer en edad fértil, en el ovario y formando parte del
desarrollo de la placenta. Es un proceso esencial para la actividad reproductiva
y reparadora de los tejidos . No obstante, de manera patoldgica, esta
relacionada con la aparicion tanto de enfermedades neoplasicas como no
neoplasicas 29,

El crecimiento tumoral y la diseminacién metastasica son procesos dependientes
de la angiogénesis, la cual esta potenciada por sefales quimicas provenientes
de las células tumorales que se encuentran en fase de rapido crecimiento. En
ausencia de soporte vascular, los tumores pueden sufrir procesos necroticos e
incluso apoptoticos. Es por ello que la creacion de nuevos vasos sanguineos es
considerada un factor destacable en la progresion del cancer @. La afectacion
del sistema vascular debido al crecimiento tumoral comprende el proceso de
angiogénesis, e induce situaciones de hipercoagulabilidad sistémica junto con
un estado protrombotico . El sistema hemostatico, también conocido como
cascada de coagulacién, realiza funciones de coordinacion del cese de la pérdida
de sangre de los vasos dafados, regulando con ello la adherencia de las
plaquetas y la formacion de fibrina. En ausencia de patologia, este sistema esta
inactivo en adultos debido al equilibrio entre las proteinas pro y anticoagulantes
presentes en el torrente sanguineo. A través de diferentes investigaciones y
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publicaciones cientificas, se ha hecho cada vez méas evidente que el sistema de
coagulacion de la sangre representa una herramienta reguladora clave implicada
en el desarrollo vascular. Cuando se produce una lesion tisular, como es en el
caso de los tumores, la permeabilidad del vaso dafiado aumenta, lo que da como
resultado la extravasacion de fibrindbgeno y fibronectina y la formacion del
coagulo de fibrina que actia como un substrato de union temporal para las
células endoteliales. La resolucion del trombo venoso implica la formacion de
canales vasculares dentro del mismo, asi como de nuevos vasos sanguineos, lo
gue facilita la restauracion normal del flujo sanguineo. Estos eventos conllevan
a la migracién de las células endoteliales en proliferacién hacia la malla de fibrina
para reparar la pared del vaso y en la adhesion y expansion de dichas células,
lo que sugiere que tanto los procesos de angiogénesis como los sistemas
reguladores de la coagulacion estan estrechamente interconectados 2,

La neovascularizacién es un proceso caracterizado por cuatro fases diferentes:

1. La membrana basal de los tejidos sufre un dafio local. A consecuencia de
ello, se produce su destruccion llegando a una situacion de hipoxia.

2. Las células endoteliales son activadas por factores angiogénicos

migratorios.

Las ceélulas endoteliales proliferan y se estabilizan.

4. Los factores angiogénicos contindan estimulando el proceso de formacion
de nuevos vasos sanguineos @,

w

La angiogénesis es un proceso regulado a través de un estrecho balance entre
los diferentes factores activadores e inhibidores de la misma (Figura 1). Asi, en
aquellas situaciones en las que los tejidos tumorales requieren mayores aportes
metabdlicos de nutrientes y oxigeno, los factores estimuladores de la creacién
de nuevos vasos sanguineos se estimulan y liberan para favorecer los procesos
angiogénicos. Sin embargo, esto solo no es suficiente, ya que se necesita que,
al mismo tiempo que los factores estimuladores se activan, los factores
inhibidores se blogueen para obtener como resultado la formacion de nuevos
vasos sanguineos en los tejidos.
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Figura 1.- Representacion del balance y activacién de la angiogénesis. En condiciones
normales, los factores activadores e inhibidores permanecen en situacién de equilibrio
(a). En procesos patoldgicos, se produce la estimulacion de los factores activadores a la
vez que se inactivan los factores inhibidores (b). Tomada de Angiogenesis in Cancer.
Vascular Health and Risk Management. September 2006 @.

2.1.1. Factores requladores de la angiogénesis.

El proceso de angiogénesis se produce por un desequilibrio local entre los
factores activadores y los inhibidores de la misma 2, Esto se produce por tres
mecanismos diferentes:

1. Sobreexpresion de uno o varios factores activadores de la angiogénesis.
2. Movilizacién de proteinas activadoras de la matriz extracelular.
3. Combinacion de ambos procesos .

Dentro de los factores reguladores positivos podemos encontrarnos con cinco
moléculas fundamentales que intervienen favoreciendo positivamente los
procesos angiogénicos:

Factor de transformacion B (TGEB): se trata de un factor de crecimiento que
ejerce acciones inhibitorias sobre la proliferacion de las células endoteliales in
vitro. No obstante, la inyeccion local de TGFpB in vivo estimula la creacion de
nuevos vasos sanguineos.

Factor de crecimiento placentario (PGF): esta molécula actia compitiendo por
los sitios de unién de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGR) y los
factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). En consecuencia, permite
gue estas moléculas permanezcan mas tiempo en los tejidos e induzcan un
incremento del efecto estimulador de la angiogénesis.

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF): mediante la estimulacion paracrina
de esta molécula se incrementa la sintesis y produccion de factores angiogénicos
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por los macrofagos presentes en el tejido conectivo. De igual manera, se puede
favorecer la proliferacion de las células endoteliales. FGF incrementa el indice
de actividad mitética a través de la estimulacion de la proliferacion de las células
tumorales y endoteliales vasculares presentes en las areas mas vascularizadas
del tumor, perpetuando los procesos angiogénicos &,

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF): se considera el factor
estimulador de la angiogénesis mas importante ), especialmente sus isoformas
VEGF121 y VEGF 165. Ambas isoformas realizan sus acciones uniéndose al
receptor 2 de VEGF (VEGFR-2), el cual es considerado como el principal
receptor de las rutas de sefializacion de VEGF en los procesos angiogénicos ¢,
En la mayor parte de las ocasiones, actia de manera conjunta con otros factores
como el factor de crecimiento de las células endoteliales derivado de plaguetas
(PD-ECGF). Se ha demostrado que VEGF se expresa de manera abundante en
aquellos tumores que provienen de células epiteliales. También se ha
relacionado su presencia con diferentes procesos, tales como la isquemia
miocérdica o las enfermedades retinianas, en las cuales los niveles de VEGF se
elevan como consecuencia de la estimulacion que suponen las situaciones de
isquemia e hipoxia tisular. Se ha visto que en los tejidos neoplasicos la sintesis
de este factor se ve favorecida por las propias células tumorales. (Figura 2
representando las diferentes moléculas que componen la familia de VEGF).

Epigenctic induction Genetic induction
Hypoxia. cytokines, sex Mutant pS3, VIHL, PTEN-suppressor genes, and
MO Nnes = ot -

.. = .. s 2 cogenes (o.g.. ras
chemokines crb 8- Z/1HERZ)

Endothelial
el

Mobilization
(e.g.. of VEGFR-2+
endothelial
progenitor cells)

Vascular

. Proliferation Surviva ' Migration
permeability

Figura 2.- Representacion esquematica de la familia de moléculas y receptores de VEGF.
Tomada de Tumor Angiogenesis. New England Journal of Medicine. August 2015 ®),

Factor de crecimiento de las células endoteliales derivado de plaquetas (PD-
ECGF): como previamente se ha mencionado, dicho factor actia generalmente
en asociacion con VEGF. En los tumores gastricos y en los carcinomas
hepatocelulares, ambos tumores de origen epitelial, la fuente principal de
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produccion de este factor de crecimiento son las células infiltrantes. Debido a
esto, es comprensible su papel en la division, migracion celular y degradacion de
la matriz extracelular de los tejidos cancerosos ®.

Por su parte, los factores inhibidores llevan a cabo su accion a través de dos
mecanismos:

1. Inhibicion de la proliferacion celular.
2. Inhibicién de la quimiotaxis .

Los inhibidores enddgenos de la angiogénesis incluyen metabolitos hormonales
y moléculas moduladoras de la apoptosis. Algunos de estos factores inhibidores
son: factor 4 plaquetario, Trombospodina-1 producida por fibroblastos normales,
los inhibidores de metaloproteinasas, Prolactina, Angiostatina y Melatonina 2,

2.1.2-Importancia del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
en los procesos angiogénicos.

La regulacién del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es
necesaria y determinante para la neovascularizacion en numerosos tejidos, tanto
en condiciones fisiolégicas como en patologicas @34, VEGF es un elemento
esencial para el mantenimiento de los procesos fisiolégicos de la homeostasis
vascular y se ha demostrado que ejerce un papel determinante en los
mecanismos moleculares implicados en el crecimiento tumoral y metastasico, asi
como en la retinopatia asociada con diferentes grados de ceguera, incluyendo la
degeneracion macular asociada a la edad y la retinopatia diabética e
hipertensiva. VEGF actla en los tejidos favoreciendo la permeabilidad vascular
y con ello los procesos de angiogénesis.

VEGF posee multiples isoformas, creadas mediante procesos de splincing
alternativo o escision proteolitica. El gen VEGFA se traduce en una serie de
isoformas de union, siendo las més relevantes VEGF 121, VEGF 165 VEGF180 ¥
VEGF206. De entre ellas, la mas frecuentemente expresada en los tejidos es
VEGF 165, siendo a su vez la isoforma mas relevante a nivel fisiologico. Estas
isoformas se diferencian entre ellas en sus propiedades bioquimicas, en sus
afinidades por los receptores de VEGF y los proteoglicanos de heparan sulfato
(HSPG) que expresan en su superficie, los cuales producen diversos efectos en
el crecimiento de los vasos sanguineos. En condiciones normales en ausencia
de patologia, las isoformas de VEGF se unen cada una de ellas de distinta forma
a los proteoglicanos de heparan sulfato presentes en la matriz extracelular. En
esta matriz también se produce la expresion de moléculas que actian como
inhibidores de VEGF, como por ejemplo VEGFR1. Estos inhibidores se encargan
de regular el establecimiento de procesos involucrados en los fenomenos de
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quiescencia vascular. VEGF 121 tiene muy poca afinidad por la heparina,
mientras que VEGF1s9 y VEGF206 presentan cada una de ellas dos dominios de
unioén a heparina, codificados por los exones 6 y 7, lo que les permite expresar
las proteinas en la matriz extracelular o en la superficie celular. VEGF 1es tiene
tan solo un Unico dominio de unién a heparina, codificado por el exén 7, lo que
le permite ser una isoforma con capacidad de difusion a través de las membranas
celulares y al mismo tiempo expresar proteinas en la matriz extracelular. Es por
ello por lo que se considera la mas relevante desde un punto de vista fisiologico.
Como consecuencia directa de las peculiaridades de cada isoforma, se origina
un espectro de patrones de angiogénesis con importantes implicaciones
funcionales en los tejidos ©.

Uno de los miembros fundamentales de la familia de citocinas VEGF lo
constituye VEGF-A, junto con otros tales como VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el
Factor de crecimiento derivado de la placenta (P1GF). VEGF-A participa en los
procesos de angiogénesis encargandose del control de los mecanismos de
expansion del lecho vascular existente, mediante la creacion de nuevos vasos
sanguineos (%:345),

La tasa de secrecion de VEGF constituye un factor critico en los fenémenos
angiogénicos inducidos por VEGF. No obstante, una vez secretada dicha
molécula, numerosos procesos son capaces de regular su actividad in vivo.
Ejemplos de esto pueden ser la cérnea, donde la actividad del VEGF es
reprimida por la co-secrecion del receptor soluble de VEGF tipo 1 (SVEGFR1),
evitando de esta forma que se alcancen niveles muy elevados de las
concentraciones de VEGF. Numerosos procesos pueden afectar a la
disponibilidad y actividad local de VEGF: el secuestro de VEGF por moléculas
estacionarias en la matriz extracelular o en las superficies celulares, la inhibicion
o activacion de VEGF por otras moléculas solubles, la liberacién enzimética de
la matriz extracelular y de portadores solubles o la pérdida de moléculas de
VEGF mediante procesos de aclaramiento o degradacién celular @,

VEGF-A ha sido identificado como un factor clave en la inmunosupresion
inducida por los tumores: dicha isoforma se encarga de fomentar la proliferacion
de las células inmunosupresoras tumorales presentes en los tejidos afectados
por la invasion celular neoplasica, produciendo el reclutamiento de linfocitos T
efectores en los tejidos tumorales y promoviendo el agotamiento de dichos
linfocitos, consiguiendo de esta manera reducir la inmunidad celular del
organismo y por tanto mermar su capacidad de defensa frente al tumor 9,
VEGF también puede inducir la proliferacion de Treg asi como inhibir la actividad
de las Teffs en los tejidos tumorales. Al actuar modificando la angiogénesis
neoplasica, VEGF es capaz de alterar el equilibrio existente entre Treg/Teff,
constituyendo un factor que impulsa los mecanismos de progresion tumoral. Otra
de las moléculas criticas es TGF-B, que interviene en los procesos de
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proliferacion celular: se trata de una molécula necesaria para la estimulacion de
Treg en las células CD4+ indiferenciadas, siendo también una molécula de
sefializacion importante para el mantenimiento de la funcion de las Treg en el
entorno tumoral. Al mismo tiempo, puede actuar inhibiendo la activacion y la
diferenciacion de las células inmunes innatas y adaptativas, incluidas las Natural
Killer (NK), los linfocitos T y las células dendriticas ©.

Las moléculas angiogénicas VEGF y TGF- 3 producidas por los tejidos tumorales
son consideradas como los controladores moleculares principales de la
respuesta de las Treg. La inhibicion de dichas células es capaz de modular el
microambiente tumoral, favoreciendo la actuacién de las Teffs y en consecuencia
reprimiendo el crecimiento y la progresion neopléasica tisular ¢,

2.1.3-Papel de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en los procesos angiogénicos.

En condiciones normales, en gran variedad de tejidos se producen metabolitos
del &cido araquidonico, tales como las prostaglandinas y tromboxanos, asi como
numerosos productos de la lipoxigenasa. Dichas moléculas desempefian
funciones tisulares de gran importancia ya que actian como potentes
mediadores de las vias de transduccion de sefiales que modulan la adhesion, el
crecimiento y la diferenciaciéon celular. La ciclooxigenasa (COX) se trata de una
enzima que cataliza la conversion del 4cido araquidonico hacia prostaglandinas.
Se han identificado dos isoformas de dicha enzima, COX-1 y COX-2, las cuales
llevan a cabo funciones diferentes: mientras que COX-1 se expresa de manera
constitutiva en la mayor parte de los tejidos y se encarga de mantener la correcta
homeostasis tisular, COX-2 es indetectable en situaciones de normalidad,
induciéndose su incremento en respuesta a numerosos estimulos tales como la
elevacion de niveles hormonales, citoquinas y factores de crecimiento.

Tanto la sobreexpresion de COX-2 como concentraciones elevadas de
prostaglandinas se han asociado comunmente al padecimiento de
enfermedades inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide y diferentes
tipos de neoplasias humanas entre las que se incluyen tumores de colon, cabeza
y cuello, pulmones, higado, prostata, estbmago y mama. Se ha comprobado que
las prostaglandinas intervienen en el mantenimiento de la patogénesis
neoplasica, mediando en mecanismos de proliferacién y apoptosis celular, asi
como modulando el sistema inmune y la angiogénesis (). Como previamente
hemos referido en esta revision, en los procesos inflamatorios cronicos y en
particular en el cancer, la formacion de nuevos vasos sanguineos es fundamental
para perpetuar el estado inflamatorio de los tejidos y transportar células
inflamatorias, asi como proporcionar un suministro adecuado de oxigeno y
nutrientes que las células neoplasicas necesitan para proliferar :237),
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Mediante el estudio publicado por Costa et al en junio de 2002, se ha demostrado
gue las concentraciones elevadas de la prostaglandina E2, el principal producto
de COX-2, estan presentes en los tejidos neoplasicos mamarios de humanos y
en modelos experimentales de tumores mamarios murinos. Estas
prostaglandinas desempefiarian funciones cruciales en las neoplasias mamarias
a través del control del crecimiento celular y los procesos de diseminacion a
distancia, asi como modulando la respuesta inmune frente al cancer.

En el estudio al que anteriormente nos hemos referido, se evalud la expresion
de COX-2 en los tejidos neoplasicos mamarios de 46 pacientes de edades
comprendidas entre 28 y 77 afios afectadas de carcinoma primario ductal
invasivo. La expresion tisular de COX-2 fue analizada mediante técnicas de
Western Blot en 19 de las muestras que presentaban carcinoma mamario ductal
invasivo y en 2 de las muestras de tejido mamario normal emparejadas. Como
resultado, se pudo constatar la presencia de sobreexpresion de COX-2 en 8 de
las 19 muestras procesadas. Ademas, en todos los casos en los que COX-2 fue
detectada mediante Western Blot, la inmunohistoquimica también fue positiva
para la COX-2 (Figura 3). En contraposicion a estos hallazgos, en los tejidos
mamarios normales no se detect6 expresion de COX-2.

Debido a tales resultados, se puede concluir que la expresion elevada de COX-
2 parece estar asociada con los procesos de angiogénesis, metastasis y
apoptosis celular en los tumores mamarios humanos. Sin embargo, son
necesarios mas estudios con series mas largas de pacientes para confirmar
dicha asociacion (.

1 w cox-2

"N B-Actin
-

Hs578T

Figura 3.- Representacién del analisis mediante técnicas de Western Blot en muestras de
tejido normal mamario (N) y en tejido tumoral de mama (T). La linea celular de cancer de
mama Hs578T se usé como control positivo para la expresiéon de laciclooxigenasa 2 (COX-
2). Se aprecia la presencia de una banda de intensidad baja para COX-2 en el tejido
tumoral, en oposicion ala ausencia de dicha banda de COX-2 en el tejido mamario normal.
Tomada de Cyclo-oxygenase 2 expression is associated with angiogenesis and lymph node
metastasis in human breast cancer. June 2002 (),
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2.2- CANCER DE MAMA:

2.2.1-Fisiopatologia, patogenia y epidemiologia del cancer de mama.

El cancer de mama se define como una proliferacion maligna de las células
epiteliales que revisten los conductos o lobulillos mamarios, considerandose una
enfermedad clonal, en la que, partiendo de una célula individual, mediante una
serie de mutaciones somaticas o de linea germinal, adquiere la capacidad de
dividirse de manera descontrolada y exagerada, haciendo que se reproduzca
hasta formar un tumor ®910.11)

En el afio 2008 se diagnosticaron aproximadamente 1.380.000 casos nuevos de
cancer de mama en el mundo. En la actualidad es el tumor més frecuente en la
poblacién femenina tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo.

Respecto a la incidencia del cancer de mama en Espafia, los registros publicados
en Enero de 2018 recogieron que en 2017 los nuevos casos estimados de cancer
en Espafa habian sido 228.482 y para 2035 se estima que habra 315.413
nuevos casos de cancer. La incidencia en Espafia es baja, siendo menor que la
de Estados Unidos y Canada, Reino Unido, Paises Bajos, Bélgica, Alemania,
Francia y Suiza. En Espafia se diagnostican unos 26.000 casos al afio, lo que
representa casi el 30% de todos los tumores del sexo femenino en nuestro pais.
La mayoria de los casos se diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un
méximo entre los 45 y los 65. Se estima que el riesgo de padecer cancer de
mama a lo largo de la vida es de, aproximadamente, 1 de cada 8 mujeres 2,

Se sabe que, con relacién a los mecanismos fisiopatolégicos por los cuales se
desarrollan los canceres, tanto las lesiones gendmicas como la inestabilidad de
los nucleétidos contribuyen de manera relevante al aumento de las
probabilidades de que las células dafadas se transformen en células
cancerosas. La produccién y perpetuacion de dichos trastornos a nivel molecular
constituye el inicio de los procesos cancerosos, por lo que los agentes o
procedimientos que actuan debilitando la conformacion y estructura normal del
DNA celular participan activamente en la iniciacion de las neoplasias. Una
diversa variedad de elementos son capaces de atacar el genoma y perturbar con
ello la estabilidad molecular, propiciando el aumento de la probabilidad de
desarrollar mutaciones y la consiguiente transformacion cancerosa. Algunos de
ellos pueden ser: el dafio del DNA inducido por la radiacién ionizante, los
contaminantes ambientales o la exposicion mantenida a metales pesados ©).

La mayoria de los canceres de mama se caracterizan por tratarse de tumores
epiteliales, desarrollados a partir de poblaciones celulares presentes en los
conductos o en los lobulilos mamarios. Con menor frecuencia pueden ser
canceres no epiteliales del estroma 9. El tipo tisular en el que surgen las
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lesiones tumorales mamarias determina el posterior comportamiento neoplasico,
asi como la susceptibilidad del cancer a las distintas terapias. En el estudio
realizado por Cozzo et al 2018, se ha determinado que, tanto el crecimiento como
la diseminacion metastasica de los tumores en general, entre los que se incluyen
las neoplasias mamarias, necesitan la correcta interaccion entre las células
cancerosas Y los tejidos adyacentes. Debido a las caracteristicas de la propia
naturaleza del tejido adiposo, numerosos tipos de tumores solidos se desarrollan
en las proximidades de los adipocitos y de los componentes vasculares y
estromales asociados al paniculo adiposo, como son los fibroblastos, las células
endoteliales, las células inmunes adaptativas y componentes de las rutas de
sefalizacion extracelular y de la matriz. También es de destacar que el tejido
adiposo realiza funciones endocrinas, secretando numerosas hormonas como la
leptina, las gonadotrofinas o la aromatasa, enzima de crucial relevancia en la
patogénesis del cancer de mama ya que se encarga de catalizar la biosintesis
de estrogenos, regulando la conversion de androstenediona en estrona y la
testosterona en estradiol. La gran relevancia que tiene esta consecuencia de
aumento de produccion estrogénica se debe a que un alto porcentaje de los
canceres de mama son estrégeno-dependientes, por lo que la accién reguladora
de la aromatasa y el consecuente aumento de la concentracion de estrogenos
en los tejidos mamarios resultaria perjudicial, perpetuando y facilitando la
progresion de la patogénesis tumoral.

La aromatasa se localiza en el reticulo endoplasmico de las células productoras
de estrégenos, entre las que se incluyen las células de la granulosa ovarica, el
sincitiotrofoblasto constituyente de la placenta, las células de Leyding
testiculares, el cerebro, los fibroblastos de la piel y el tejido adiposo. Mientras los
niveles mas altos de aromatasa se localizan en las células de la granulosa
ovarica durante la etapa fértil, el tejido adiposo constituye la principal fuente de
produccion de aromatasa tras la menopausia Es por ello que el exceso de
adiposidad presente en la poblacién obesa se correlaciona con un aumento del
riesgo de desarrollo de canceres e influye negativamente en el prondstico de los
mismos. El exceso de tejido adiposo es capaz de modificar el microambiente
tumoral, mediante la induccion de fibrosis y angiogénesis, incrementando la
poblacién de células madre y la expansiéon de células inmunes proinflamatorias.
Esto desemboca en una mayor facilidad para el desarrollo tumoral mamario %,

El cancer de mama puede comenzar a desarrollarse en tres partes diferenciadas,
como son los conductos, los l6ébulos productores de leche y los tejidos
conectivos:

e Conductos mamarios: dan lugar al carcinoma ductal, siendo el tipo mas
comun de cancer de mama. Se desarrolla a partir del revestimiento de un
conducto mamario, en el interior de la estructura glandular. Este tipo
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tumoral puede permanecer confinado dentro de los conductos,
comportandose como un cancer no invasivo (ductal in situ) o, por el
contrario, diseminarse fuera (carcinoma ductal invasivo).

e Lébulos productores de leche: se origina en los l6bulos mamarios,
pudiendo extenderse por fuera de ellos, siendo entonces un carcinoma
lobular invasivo.

e Tejidos conectivos: de manera infrecuente, el tumor mamario puede
originarse en el tejido conectivo, comportandose como un sarcoma.
Ejemplos de estos tipos neoplasicos son el tumor filoides y el
angiosarcoma %),

Por tanto, podemos encontrarnos con tres tipos diferentes de cancer de mama
en funcién de su localizacién:

1. Carcinoma in situ, pudiendo subdividirse a su vez en carcinoma ductal in
situ (CDIS) y carcinoma lobulillar in situ (CLIS).

2. Carcinoma invasor.

3. Cancer de mama inflamatorio @)

También debemos mencionar la enfermedad de Paget del pezén. Dicha
patologia consiste en la presencia de un carcinoma mamario ductal in situ que
se extiende por el interior de la piel suprayacente al pezény a la aréola mamaria,
manifestandose clinicamente como una lesién cutanea, pudiendo ser de
caracteristicas eccematosas o0 psoriasiformes, entre otras posibilidades. En la
superficie de la epidermis podemos encontrarnos con la presencia de ceélulas
malignas denominadas células de Paget. Las personas afectas de esta
enfermedad a menudo padecen un proceso neoplasico subyacente, ya sea un
cancer in situ o invasor.

El cancer de mama se trata de un tumor que invade localmente los tejidos y que
se disemina a través de los ganglios linfaticos regionales, la circulacion
sanguinea o ambos. Las metastasis de dicho cancer pueden diseminarse hacia
practicamente cualquier parte del cuerpo, siendo los 6rganos mas
frecuentemente afectados los pulmones, el higado, el cerebro, huesos y piel ®.

Los receptores hormonales presentes en algunos tipos de cancer de mama
actian promoviendo la replicacion nuclear del DNA vy la divisién celular. Otros
tipos de tumores mamarios presentan el receptor HER2, siendo un marcador de
mal prondstico ®. Podemos diferenciar cuatro grupos de tumores mamarios en
funcion de la presencia o0 ausencia de los receptores que expresan:
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Grupo 1 o Luminal A: se trata de un grupo compuesto por tumores que
son positivos tanto para el receptor de estrogenos ER como para el
receptor de progesterona PR. Sin embargo, son negativos para el factor
de crecimiento epidérmico 2 (HER-2). Los pacientes afectados de este
tipo tumoral podrian ser beneficiarios de tratamientos hormonales junto a
guimioterapia.

Grupo 2 o Luminal B: incluye tumores ER positivos, PR negativos y HER-
2 positivos. Los pacientes con este tipo de cancer mamario pueden ser
subsidiarios de quimioterapia combinada con tratamiento hormonal, asi
como con tratamiento dirigido especificamente contra HER-2.

Grupo 3 0 HER-2 positivo: esta formado por tumores ER negativos, PR
negativos, pero HER-2 positivos. Este grupo clinico tiene probabilidades
de beneficiarse de modalidades terapéuticas que combinan quimioterapia
con tratamiento dirigido frente a HER-2.

Grupo 4 o tipo basal: se denomina cancer de mama triple negativo e
incluye tumores con los tres tipos de receptores negativos: ER, PR y HER-
2. La linea de tratamiento que se emplea en estos casos es Unicamente
la quimioterapia 19,

2.2.2- Factores de riesgo de caAncer de mama.

Multiples elementos son considerados en la actualidad como factores implicados
en la aparicion y desarrollo del cancer de mama. Algunos de ellos son
controlables, tales como el peso, el ejercicio fisico o la toma de anticonceptivos
orales, mientras que otros son no modificables, entre los que se encuentran los
antecedentes familiares y personales o la edad (314.16.17),

Factores de riesgo modificables:

Peso: el sobrepeso, en especial en mujeres postmenopausicas, supone
un incremento del riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia. El tejido
graso es la principal fuente productora de estrégenos del cuerpo humano
en el periodo postmenopausico, por lo que se establece que, a mayor
concentracion de paniculo adiposo, mayor produccidon estrogénica,
pudiendo aumentar potencialmente el riesgo de padecer cancer de mama.
Dieta: al igual que en muchos otros tipos de tumores, también la dieta se
ha relacionado con el padecimiento de neoplasias mamarias. A pesar de
gue aun no se ha concretado con exactitud qué alimentos serian los
responsables de ello, diversos estudios recomiendan evitar las carnes
rojas y procesadas, asi como las grasas animales, ya que pueden
contener en su composicién elementos tales como hormonas, pesticidas
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y factores de crecimiento que condicionarian una mayor facilidad para el
desarrollo de canceres de mama.

Ejercicio fisico: al practicar ejercicio fisico, los niveles de grasas
circulantes disminuirian o bien tendrian una reorganizacion mas favorable
gue conseguiria reducir el riesgo de desarrollar una neoplasia mamaria.
La Sociedad Americana contra el Cancer recomienda la practica de
ejercicio 5 dias a la semana durante un total de 45-60 minutos por dia.
Consumo de alcohol: el alcohol puede afectar directamente a la funcion
renal que interviene en la regulacion del control de los niveles de
estrogenos circulantes en sangre, lo que condicionaria un aumento del
riesgo.

Exposicidon_a _estrogenos: la exposicion mantenida y prolongada a los
estrogenos estimula el crecimiento de las células mamarias, conllevando
a un mayor riesgo de desarrollo de canceres de mama. Por ello, el uso de
terapias hormonales sustitutivas ya sea mediante estrogenos solos o de
manera combinada (estrdgenos junto con progesterona) durante periodos
superiores a 10 afios podrian resultar en una elevacion del riesgo a priori
para desarrollar neoplasias mamarias ®,

Uso de anticonceptivos orales: el uso de la contracepcion hormonal
femenina (AC) se inicio a principios de los afios 60 con los anticonceptivos
orales de primera generacion. ElI método mas utilizado es el
anticonceptivo oral (ACO) combinado, que contiene estrégenos y
progestagenos. Otros tipos contienen solo progestagenos, que pueden
ser orales (APO) o inyectables (API). Las dosis de esteroides sexuales se
han reducido de manera importante en los ultimos 40 afios. Previamente
a la década de los 90, el componente estrogénico consistia en una
combinacion sinérgica de etinilestradiol con mestranol. Actualmente,
etinilestradiol es utilizado en todas las preparaciones modernas,
conteniendo de 15 a 35 pg o menos de estrégenos 4. Diversos estudios
han observado un aumento del riesgo de desarrollo de cancer de mama
en mujeres que han tomado anticonceptivos orales durante periodos
superiores a 5 aflos y que han empezado con su uso a edades tempranas
(antes de los 20 afos). Ademas, se ha demostrado que la magnitud del
incremento de riesgo es similar entre las distintas generaciones de
anticonceptivos orales %, Asi mismo, mujeres portadoras de mutaciones
en los genes breast cancer 1 (BRCA1) o breast cancer 2 (BRCA2), junto
con mujeres con historia familiar de cancer de mama u ovario presentan
una mayor susceptibilidad de riesgo inducido por el uso continuado de
anticonceptivos orales 517,
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Factores de riesgo no modificables:

Sexo: el sexo femenino es el principal factor de riesgo no modificable
relacionado con el desarrollo de las neoplasias mamarias. Si bien es
sabido que los hombres pueden padecer este tipo de tumores, las
células mamarias femeninas estdn en permanente cambio y
crecimiento, fundamentalmente debido a las acciones hormonales
derivadas de los estrégenos y la progesterona. Esto se traduce en una
elevacion notoria del riesgo de desarrollo de cancer de mama.

Edad: el envejecimiento constituye el segundo factor de riesgo mas
relevante. Durante la tercera década de la vida, el riesgo asociado con
este tipo tumoral se sitia en torno al 0,44% (1 de cada 227 mujeres).
En edades cercanas a los 60 afios se produce una elevacion
significativa del riesgo, situandose alrededor del 4% (1 de cada 28
mujeres).

Antecedentes familiares de cancer de mama: se ha observado una
asociacion existente entre tener familiares de linea directa (madres,
hijas, hermanas) afectadas de cancer de mama u ovario con un riesgo
incrementado de desarrollar esta enfermedad neoplasica.
Antecedentes personales de cancer _de mama: hay un riesgo
significativamente mayor de reaparicién de cancer de mama, ya sea
en la misma glandula mamaria o en la contralateral, en comparacion
con aquellas mujeres que no han tenido cancer previamente (*316),
Raza: se ha constatado que las mujeres de raza blanca estan mas
predispuestas genéticamente para el desarrollo de cancer de mama
respecto a las mujeres afroamericanas, asiaticas y nativas
norteamericanas.

Terapia de radiacion en el térax: diversos estudios han descrito una
relacion directa entre la terapia de radiacion toracica en edades
tempranas como tratamiento de otras neoplasias y el aumento
significativo del riesgo de padecer tumor mamario.

Alteraciones de las células mamarias: estas pueden ser desde la
proliferacion celular (hiperplasia) hasta la presencia de células atipicas

demostrada a través de la biopsia del tejido sospechoso de malignidad
(16)

Exposicion a los estrogenos: la menstruacion precoz (antes de los 12
afos), la menopausia tardia (posterior a los 55 afios) o la exposicion
estrogénica en el ambiente son factores que se han relacionado
comunmente con el incremento del riesgo de cancer de mama.
Embarazo y lactancia: el embarazo, al constituir un periodo del cese
de los ciclos ovulatorios junto con la lactancia parecen reducir el riesgo
potencial de desarrollo de cancer mamario.
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e Exposicién al dietilestilbestrol (DES: este farmaco, empleado durante
el periodo comprendido entre 1940 y 1960 con el objetivo de evitar
abortos espontaneos, se ha comprobado que condiciona una
elevacién del riesgo de padecer neoplasias mamarias 317,

2.2.3- Programas de cribado del cancer de mama.

Debido a la alta incidencia y prevalencia que tiene esta enfermedad neoplasica,
existen programas destinados a su deteccion precoz, empleando para ello
diferentes métodos diagndésticos muy sensibles que tratan de diagnosticar al
mayor nimero posible de personas con dicha patologia tumoral.

El cribado del cancer de mama en Espafia posee un nivel de evidencia | y un
grado de recomendacion A (Nivel de evidencia I: Al menos un ensayo clinico
controlado y aleatorizado disefiado de forma apropiada. Grado de
recomendacion A: Extremadamente recomendable. Buena evidencia de que la
medida es eficaz y los beneficios superan ampliamente a los perjuicios.) En
nuestro pais, a todas las mujeres que tienen edades comprendidas entre los 50
y los 69 afos se les invita a participar en este tipo de programas, realizandose
una mamografia bilateral en dos proyecciones bianualmente ©:18),

Las modalidades de cribado incluyen:
e Mamografia (incluyendo digital y tridimensional).
« Examen clinico mamario (ECM) por profesionales de la salud.
« Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en pacientes de alto riesgo.

« Autoexamen mamario (AEM) mensual ©.

2.2.4- Factores que condicionan mal prondstico en el cancer de mama.

Es sabido que el pronostico del cancer de mama esta condicionado por la
presencia de una serie de factores que se asocian con un mayor grado de
agresividad tumoral y con la peor respuesta a los tratamientos disponibles,
resultando en un pronostico desfavorable de esta enfermedad. Los factores mas
conocidos son los siguientes:

e Juventud: aquellos pacientes diagnosticados de cancer de mama en
edades comprendidas entre los 20 y los 30 afios suelen tener un peor
prondstico de dicha enfermedad.
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e Tumor primario_grande: los tumores de mayores dimensiones tienen
probabilidades incrementadas de cursar con afectacion ganglionar. Asi
mismo, el mayor tamafio tumoral se asocia con el peor prondéstico de las
neoplasias, independientemente del estado de los ganglios.

e Tumor de alto grado: los pacientes afectados de tumores mamarios
pobremente diferenciados suelen tener peor prondstico por comportarse
la enfermedad de manera mas agresiva.

e Ausencia de receptores de estrégenos y progesterona: diversos estudios
han documentado la posibilidad de que aquellos tumores con receptores
hormonales negativos se relacionen con un prondstico méas desfavorable
de la enfermedad. Ademas, las neoplasias ausentes de receptores
estrogénicos no se beneficiarian de la hormonoterapia, limitando asi las
posibilidades terapéuticas.

e Sobreexpresiéon _de la proteina HER-2: dicha proteina favorece el
crecimiento y la proliferacion tumoral, condicionando la presencia de
células tumorales con mayor potencial de agresividad.

e Presencia de genes BRCA: los pacientes que expresan genes BRCA1l y
BRCA2 parecen relacionarse con un peor pronéstico tumoral en
comparacion con aquellos pacientes que no expresan dichos genes. No
obstante, la presencia de genes BRCA2 parece estar relacionada con un
grado de agresividad tumoral ligeramente inferior en comparacion con la
expresion de genes BRCA1 ©),

3.- OBJETIVOS.

Con la realizacion de esta revision bibliografica se trata de documentar la
importancia que tiene en la patogenia y desarrollo del cAncer en general y en las
neoplasias mamarias en particular, los procesos angiogénicos que condicionan
la creacion de nuevos vasos sanguineos en los tejidos tumorales. Se intenta
establecer la relacion existente entre diferentes moléculas, como la melatonina
o los mi-ARN con los procesos de neovascularizacion y su empleo como terapias
anti-angiogénicas en el cancer de mama.

4.- METODOLOGIA.

Se llevd a cabo una busqueda electronica de revisiones publicadas en revistas
cientificas de importancia médica, asi como de articulos en la base de datos
Medline. Como palabras clave se utilizaron: “angiogénesis” AND “breast cancer”
AND/OR “anti-angiogenic therapies” AND/OR “VEGF” AND/OR “melatonin” AND
“Bevacizumab” AND/OR “andrographolid”. La busqueda fue acotada limitando el
tipo de articulo a: Clinical Trial, Guideline, Meta-Analysis y Systematic Reviews.
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Se examin6é su relevancia cientifica contando con el asesoramiento de una
experta en la materia.

5.- ANGIOGENESIS Y CANCER DE MAMA.

5.1- PAPEL DE LA ANGIOGENESIS EN LOS PROCESOS NEOPLASICOS.

Los vasos sanguineos son un componente fundamental del estroma tumoral @,
Es por ello que la angiogénesis se considera un factor predictor del pronéstico
€N NUMerosos Procesos cancerosos, asi como un paso necesario para mantener
la homeostasia en los tejidos 2%, Sin un soporte vascular adecuado, los tejidos
tumorales presentan una capacidad muy restringida para crecer ¥, Debido a
ello, se asume que existe una relacion lineal entre el nimero y la densidad de
los vasos sanguineos con el grado de invasion metastasica tumoral, el tipo
histologico y, por ende, con el grado de malignizacion tumoral.

Dentro de los procesos tumorales, en relacion con la neovascularizacion
podemos hablar de dos fases: la fase prevascular y la fase angiogénica. La
primera fase comprende las lesiones asintomaticas y clinicamente indetectables
en las cuales la formacién de vasos sanguineos es escasa. Se caracteriza por
micrometéstasis, ya que los fendmenos de division celular y de apoptosis son
capaces de permanecer en equilibrio. En la segunda fase, por el contrario, el
tumor adquiere su fenotipo angiogénico por lo que aumenta considerablemente
su grado de malignidad y su capacidad metastasica

5.1.1-importancia de VEGF en la patogénesis neoplasica.

El agente angiogénico mas importante en los tejidos neoplasicos es VEGF ?),
VEGF actua uniéndose a su receptor VEGFR-2 @), Niveles elevados de dicho
receptor estan presentes en las células endoteliales de tejidos tumorales, asi

como en el estroma adyacente e inducen los fendmenos de neovascularizacién
23

Diversos estudios han demostrado la presencia de VEGF en la mayor parte de
las diferentes neoplasias humanas. Se ha podido concluir ademas que el

aumento de su expresion se correlaciona con un prondéstico mas desfavorable
(3)

Numerosos factores pueden inducir la expresion de esta molécula, tales como
un pH bajo, determinadas citoquinas inflamatorias, factores de crecimiento,
hormonas sexuales y quimiocinas @®. Otras causas implicadas en la
sobreexpresion de VEGF pueden ser la induccién de diferentes cambios en la
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configuracion genética molecular como la activacién de diferentes oncogenes o
la pérdida o inactivacién de una gran variedad de genes supresores de tumores
®). La unién de VEGF a su receptor VEGF-2 estimula la activacion de diversas
proteinas que transmiten una sefal al interior del nucleo de las células
endoteliales, dando como resultado la liberacion de genes implicados en la
proliferacion y migracion de las células endoteliales a la vez que promueve la
supervivencia y permeabilidad vascular . Un ejemplo representativo de esto
consiste en la union de VEGF a su receptor VEGFR-2 que desencadena la
dimerizacion del receptor y acto seguido la activacion intracelular de la via PLCy-
Raf quinasa- MEK- proteina quinasas activadas por mitbgenos (MAPK) y el
posterior comienzo de los procesos de sintesis de ADN vy proliferacion celular.
Por su parte, la activacion de la via de fosfatidilinositol 3' - quinasa — Akt
promueve el aumento de la supervivencia célula endotelial .

Mencién especial merece la hipoxia, la cual a través de su receptor HIF-a es
capaz de inducir la expresién de VEGF y de FGF de manera notoria, por lo que
es considerada como uno de los estimuladores de la respuesta angiogénica de
mayor relevancia en una gran variedad de tipos tumorales. La mayor parte de
los canceres humanos expresan seis 0 mas proteinas angiogénicas distintas. Es
por ello que varios estudios en fase preclinica han conseguido demostrar que la
supresion prolongada de una Unica via proangiogénica (por ejemplo, VEGF)
puede conducir a un aumento de la expresion proteica de otras proteinas
estimuladoras de la angiogénesis como FGF. Este fendmeno se conoce como
‘escape tumoral’, para diferenciarlo de los procesos de resistencia adquirida a la
guimioterapia citotoxica.

Las células tumorales son capaces de nutrirse a partir de los nuevos vasos
sanguineos formados en los tejidos neoplasicos al tener una produccién elevada
de VEGF y posteriormente secretarlo al tejido circundante. Cuando las células
tumorales se encuentran con las células endoteliales, las primeras se unen a los
receptores que las células endoteliales presentan en su superficie externa. La
union de VEGF a su receptor desencadena la activacion de proteinas de
transmision que difunden una sefial hacia el interior del nacleo de las células
endoteliales. Esta sefial nuclear estimula la produccién de diferentes productos
necesarios para perpetuar el crecimiento de las células endoteliales por un grupo
de genes presentes en el interior del nicleo celular.

Las células endoteliales una vez activadas por VEGF tienen la capacidad de
producir metaloproteinasas de matriz que actian rompiendo la matriz
extracelular. Gracias a ello, las células endoteliales pueden migrar y empezar a
dividirse. Poco a poco van organizandose para terminar formando tubos huecos
gue se convierten en una red de vasos sanguineos. Los nuevos vasos formados
de esta manera necesitan estabilizarse o madurar, para lo que requieren la
ayuda de la Angiopoyetina-1 (qQue actia como agonista), Angiopoyetina-2 (que
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actlia como antagonista) y su receptor Tie-2 ?. Ang-1 es una molécula que actia
como un factor anti-permeabilidad, protegiendo contra la fuga excesiva de
plasma en los tejidos dafados, contribuyendo a la estabilizacion de los vasos
sanguineos preexistentes ademas de favorecer la maduracién de los vasos
recien formados mediante el reclutamiento de pericitos y de componentes
moleculares del Sistema Mononuclear Fagocitico. Por el contrario, Ang-2 podria
intervenir en los mecanismos implicados en la angiogénesis, ya que se ha
comprobado que esta molécula tiene la capacidad de bloquear al receptor Tie-2,
promoviendo la creacion de nuevos vasos sanguineos en presencia de VEGF.
Debido a ello, Ang-2 es expresada preferentemente en aquellos tejidos donde la
remodelacion angiogénica y vascular es necesaria, permitiendo la diseminacion,
migracion y desarrollo de las células endoteliales, facilitando los mecanismos de
crecimiento y proliferacion tumoral -318),

La union de VEGF-C a su receptor VEGFR-3 actia mediando la limfangiogénesis
23 mientras que VEGF165 es capaz de unirse a los receptores de neuropilina,
los cuales pueden funcionar como correceptores junto con VEGFR-2
interviniendo en la regulacién de la angiogénesis %2

Otra via recientemente descubierta relacionada con la angiogénesis es la
formada por el ligando Notch-deltalike. Se ha visto que los receptores de esta
ruta de sefalizacion se expresan en varios tipos celulares implicados en la
diferenciacion y proliferacion, por lo que son esenciales para el desarrollo
vascular de los tejidos. La angiogénesis estimulada por VEGF promueve la
regulacion del ligando Notch-deltalike en las células endoteliales de los vasos
sanguineos en desarrollo, en particular el DII4. Esto conlleva a que DIl4 funcione
a través de un mecanismo de feedback negativo, previniendo un exceso de
angiogénesis crénica @,

Otro mecanismo que es capaz de inhibir la angiogénesis es la vasohibina, una
proteina presente en las células endoteliales activadas que se libera en
presencia de estimuladores de la neovascularizacion tales como VEGF. Es por
ello que, la vasohibina, es considerada como un factor responsable de la
regulacion de varios factores enddgenos implicados en la inhibicion de los
procesos angiogénicos, como la angiostatina, la endostatina, la trombospondina-
1 o la tumstatina @,

Finalmente, debemos mencionar la relacion existente entre los procesos
angiogénicos y las células circulantes derivadas de la médula 6sea. Muchos tipos
celulares diferentes tienen la capacidad de desplazarse desde la médula 6sea y
constituir sitios en los que se lleve a cabo la formaciébn de nuevos vasos
sanguineos, en los que se amplifique y mantengan los fenébmenos responsables
del proceso angiogénico. Dentro de estos tipos celulares se incluyen diversas
poblaciones de células hematopoyéticas (CD45+), muchas de las cuales pueden
ser bien monocitos o células mieloides que expresan marcadores caracteristicos
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de las células endoteliales, como la cadherina vascular endotelial (VE-
cadherina), receptores de VEGF como son VEGFR-1y VEGFR-2 y tie-2.

Ademas, se ha observado la existencia de una poblacion celular procedente de
la médula 6sea no hematopoyética (CD45-) formada por las células progenitoras
endoteliales circulantes, que realizan sus funciones mediante mecanismos
paracrinos, tales como la secrecion local de VEGF. Diferentes estudios han
postulado la probabilidad de que dichos progenitores endoteliales se fusionen
con la pared del vaso sanguineo recién formado en crecimiento, donde se
diferenciarian en células endoteliales maduras. La contribucion de los
progenitores endoteliales circulantes desempefiaria un papel crucial en los
estadios iniciales del desarrollo tumoral. No obstante, esta poblaciéon celular iria
disminuyendo progresivamente a medida que los progenitores endoteliales van
siendo sustituidos por células endoteliales maduras. El escaso numero de
células progenitoras endoteliales en los vasos sanguineos de reciente formacion
podria tener una repercusion importante sobre los procesos de promocion del
crecimiento tumoral, tales como la progresién de las lesiones metastasicas
microscopicas hacia lesiones macroscopicas.

Los neutroéfilos y los macrofagos también pueden contribuir activamente a los
procesos angiogénicos, ya que tienen propiedades estimuladoras de la creacion
vascular sanguinea (Figura 4). En estudios preclinicos recientemente publicados,
se ha visto que los neutréfilos podrian contribuir a los procesos de induccién
angiogénica tumorales @,

VEGFR-2+CD45-CD133+ endothelial

progenitor cells

/ '————>/»»[ Tumor angiogenesis

VEGFR-1+CXCR4+CD11b+
myeloid cells (RBCCs)

Figura 4.- Esquema representativo del conjunto de células circulantes derivadas de la
médula 6sea. Tomada de Tumor Angiogenesis. New England Journal of Medicine. August
2015 ©®,
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5.1.2- Angiogénesis en el prondstico del cancer.

Se ha demostrado a través de diversos estudios que los factores estimuladores
de la angiogénesis estan implicados de manera importante en el crecimiento y
diseminacion de tumores 23, Se ha descrito una correlacion lineal significativa
entre la expresion de VEGF y el pronostico desfavorable en tumores
colorrectales, mamarios, faringeos y mesoteliomas. Estos hallazgos nos orientan
a que los niveles elevados de moléculas angiogénicas son un reflejo del grado
de agresividad y de la capacidad de diseminacion e invasion de tales tipos
tumorales 2. La cuantificacion de la angiogénesis nos permitiria predecir el
riesgo de diseminacion, el riesgo de recurrencia tumoral, la involuciéon de las
lesiones y la diferenciacion de procesos neoformativos de diversa indole &, lo
gue se traduciria en el reconocimiento de pacientes de alto riesgo y mal
pronostico @,

5.2 ANGIOGENESIS Y CANCER DE MAMA.

Al igual que en la gran mayoria de neoplasias, la angiogénesis ha demostrado
ser un proceso necesario y fundamental en la progresion del cancer de mama.
Por ello, terapias actuales para tratar este tipo de tumores se basan en bloquear
VEGF y por tanto su accion pro-angiogénica para asi evitar la progresion de la
enfermedad. %2V,

Diversos estudios clinicos realizados sobre una muestra de pacientes afectados
de cancer de mama en estadios precoces demostraron que la expresion de
niveles elevados de VEGF se podia asociar con una supervivencia libre de
enfermedad mas corta, tanto en el grupo de pacientes con afectacién neoplasica
linfatica como en el grupo sin ella. Ademas, la presencia del factor HER-2 en las
neoplasias mamarias induce la sobreexpresion de VEGF, sugiriendo con ello que
la induccién de los fenbmenos angiogénicos que tienen lugar en este tipo de
tumores podria contribuir a su letalidad ©2029,

Tal y como se recoge en el diagrama inferior (figura 5), hay diversas moléculas
implicadas en la secrecion paracrina de VEGF. Angiopoyetina-1 uniéndose con
su receptor Tie-2 son los responsables de estabilizar los nuevos vasos
sanguineos formados. Recientemente se ha descrito la presencia del receptor
Tie-2 en los tejidos mamarios tumorales, demostrandose asi el papel crucial que
juega esta molécula en el desarrollo y progresiéon de dicha neoplasia 29,
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Angiopoietin/Tie system
controls vessel maturation
and quiescence but it also

involved breast cancer

progression and invasinn-

VEGF secretion: paracrine

and autocrine ways

VEGFR-1, R-2, and R-3 are

resulting in blood vessel [ g B
— highly expressed in tumoral

proliferation

endothelial cells

Tumoral stroma: Blood vessels, fibroblasts, and bone marrow
inflammatory cells

Figura 5.- Representacién esquematica de los factores moleculares que intervienen en la
secrecion paracrina y autocrina de VEGF en los tejidos mamarios tumorales. Tomada de
Angiogenesis and Breast Cancer. Journal of Oncology. September 2010 29,

Los hallazgos encontrados en nuevas lineas de investigacion indican que la
diseminacién de los tumores sélidos a través de los nuevos vasos sanguineos,
y en especial en el cancer de mama, podria estar regulado ademas de por
VEGFR-2, por un receptor implicado en la limfangiogénesis, VEGFC-3. La
sobreexpresiéon de ambos receptores esta presente tanto en los conductos
sanguineos de los tejidos tumorales mamarios como en los linfaticos @9,

A pesar de que la expresion de VEGF en las estructuras glandulares mamarias
normales es significativamente menor que en las tumorales, no se ha podido
demostrar una clara evidencia de que la expresion de VEGF tenga una
correlacién con la densidad microvascular encontrada en los tejidos neoplasicos
(20.21.22) No obstante, en el carcinoma invasivo ductal la expresion de VEGF y de
su mMRNA se encuentra significativamente aumentada con respecto a los niveles
presentes en el carcinoma invasivo lobular (20:22:23),

Esto se trata de un hallazgo relevante, descubierto gracias al estudio realizado
por Vicava et al 2004, que investigo la relacion existente entre la expresion de
VEGF vy la vascularizacion del carcinoma lobular invasivo (n=10), frente al
carcinoma ductal invasivo (n=28) y el carcinoma ductal puro in situ (n=33). La
expresion de los niveles de VEGF se estudi6 mediante técnica de
inmunohistoquimica y la del ARNm de VEGF mediante hibridacion in situ. Para
cuantificar la densidad vascular presente en los tejidos tumorales mamarios, se
evaluaron las secciones tefiidas con el factor de Von Willebrand. Los resultados
obtenidos concluyeron que se obtuvieron tanto niveles superiores de la
expresion proteica de VEGF, como de su ARNm en el carcinoma ductal invasivo
en comparacion con el carcinoma lobular invasivo, siendo ambos hallazgos
estadisticamente significativos (p < 0,05). Por su parte, tanto VEGF (coeficiente
de correlacion lineal = 0.32, p < 0,05) como su ARNm (coeficiente de correlaciéon
lineal 0.56, p < 0,05) se correlacionaron con la densidad vascular en el carcinoma
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ductal invasivo. Sin embargo, a pesar de que, en el carcinoma lobular invasivo,
la densidad vascular no se pudo correlacionar con el ARNm de VEGF
(coeficiente de correlacion 0.15, p > 0,05), se encontrd una relacion inversa entre
la densidad vascular y VEGF en este tipo tumoral (coeficiente de correlacion -
0.57, p < 0,05). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la densidad vascular entre los dos tipos de carcinoma invasivo, lo que sugiere
gue VEGF es una molécula clave para el desarrollo de los procesos de
angiogénesis en el carcinoma ductal invasivo, pero que son necesarios otros
factores angiogénicos que actien potenciando estos mecanismos en el
carcinoma lobular invasivo. Aunque la proteina VEGF se expresaba con
frecuencia en el carcinoma ductal in situ, no se encontro relacion entre VEGF y

los dos patrones de angiogénesis descritos anteriormente en este tipo tumoral
(20,22)

La activacion de las células estromales caracteriza muchas enfermedades
malignas, entre las que se incluyen los canceres de mama. Se han descrito
relaciones entre la angiogénesis y los niveles hormonales en este tipo de
neoplasias. En el estudio realizado por Pinto et al 2010, se procedio6 a aislar en
ratones una linea celular del estroma glandular mamario reactivo llamada BJ3Z.
Esta linea celular se caracteriza por tener aumentada la expresion de actina del
musculo liso junto con el factor-1 derivado de las células estromales,
desempefiando acciones favorecedoras del desarrollo tumoral. In vivo se vio que
las células BJ3Z actuaban facilitando la angiogénesis y la proliferacién
neoplasica en los tumores sdélidos mamarios que presentaban receptores
estrogénicos positivos ER. Ademas, se demostré que los efectores promotores
del crecimiento de las células BJ3Z eran equivalentes a los producidos por el
estradiol, aumentando también el desarrollo de células luminales mamarias
adyacentes a los tejidos tumorales. En contraposicidn a estos hallazgos, se pudo
concluir a través de los resultados obtenidos, que las células BJ3Z no alteraban
el crecimiento celular en los cdnceres mamarios carentes de receptores
estrogénicos (ER negativos). Otro punto crucial en el que interviene esta linea
celular es en la secrecion de VEGF en las neoplasias mamarias, actuando en el
estroma tumoral a través de la estimulacion de las células epiteliales malignas
con receptores ER, lo que se correlaciona con mayor grado de malignidad.
Ademas, las mutaciones del gen BRCA-1 a través de su interaccion con ER- a
favorecerian el proceso de carcinogénesis a través de la regulacion hormonal de
las células epiteliales mamarias, lo que repercutiria directamente en la regulacion
funcional de VEGF, que daria como resultado el crecimiento anormal y la
angiogénesis tumoral (20:2425),

Como ya se ha comentado previamente, los nuevos vasos formados en los
procesos neoplasicos en general, y en cancer de mama en particular, son fragiles
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e inestables por lo que necesitan determinadas moléculas para su estabilizacion
y para evitar el colapso y la destruccién @. Actualmente se considera que la
presencia de vasos sanguineos de microdensidad y marcadores linfaticos
detectados en sangre son factores que condicionan prondstico desfavorable en
la supervivencia a largo plazo del cancer de mama (2926,

Cuando se realiza el estudio de las lesiones tumorales en las neoplasias
mamarias, puede observarse que en los estados preinvasivos los procesos de
angiogénesis estan presentes incluso antes que cualquier alteracion significativa
en el microambiente histolégico. La combinacion fenotipica caracteristica
formada por la sobreexpresiéon de VEGF en las células epiteliales cancerosas
mamarias junto con la disminucion de los niveles de actina-CD34 en las células
estromales es el patrén méas frecuentemente encontrado en el carcinoma ductal
in situ (CDIS) de intermedio y alto grado. Se postula que tales hallazgos podrian
ayudar a predecir la progresion de las lesiones localizadas hacia carcinomas
invasivos, asi como ser Utiles para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas basadas en el empleo simultdneo de factores anti-angiogénicos
combinados con factores que selectivamente destruyen componentes del
estroma tumoral %027,

Otra molécula que se ha visto implicada en la angiogénesis del cancer mamario
es la endotelina ET-1. Investigaciones han demostrado que se encuentra
significativamente sobreexpresada en este tipo de tumores, por lo que
desempefiaria un papel primordial en la regulacion de la neovascularizacion de
las neoplasias de mama. ET-1 actia uniéndose a sus receptores ETAR y ETBR
incrementando como consecuencia directa la actividad de VEGF y por ello
favoreciendo la creacion de una red vascular patolégica en los tejidos 3:20:28),

Bajo determinadas circunstancias los macrofagos también podrian afectar al
microambiente tumoral facilitando la expresion y por tanto la actividad de VEGF
y consiguiendo con ello la progresion de la red microvascular en los tejidos
mamarios tumorales ©2929 | os niveles elevados de macréfagos guardan una
relacion directa con el indice mitético en el carcinoma mamario ductal. Esto, en
asociacion con niveles elevados de VEGF actuaria sinérgicamente favoreciendo
la angiogénesis y por tanto la progresion neoplasica ?°27. No obstante, tal
correlacion no se ha conseguido demostrar en el carcinoma mamario lobular @9,

Como se explicaba al comienzo del apartado, dentro de las moléculas que
intervienen en la regulacion de la angiogénesis estimulando de forma paracrina
la liberacion de VEGF en los procesos tumorales es la Angiopoyetina-1 y su
receptor Tie-2 (329 Angiopoyetina-2 también se encuentra fuertemente
relacionada con la expresién de VEGF en el carcinoma mamario, ya que se ha
descrito la presencia de gran cantidad de vasos sanguineos neoformados en los
tejidos tumorales que expresan altos niveles de VEGF y de Angiopoyetina-2.
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Por dltimo, se ha documentado una nueva funcion del receptor Tie-2 en el
desarrollo del cancer de mama interviniendo en la invasion metastéatica a hueso
a través de su papel en la osteoclastogénesis 2030 | as metastasis dseas son
un fendbmeno bastante frecuente en la mayor parte de los pacientes que padecen
de cancer de mama en estadios avanzados. A menudo, dichas metastasis son
incurables, asociandose a destruccidon 6sea y a altas tasas de mortalidad. Se ha
visto que el receptor tirosina quinasa Tie-2 presenta un aumento de su expresion
en los tejidos neoplasicos mamarios humanos, interviniendo en la regulacion de
la angiogénesis tumoral. Los osteoclastos derivan de las células progenitoras
hematopoyéticas y Tie-2 esta presente en dichas células, siendo importante en
la hematopoyesis y en la osteoclastogénesis. Los osteoclastos expresan
receptores endoteliales especificos, entre los que se encuentran VEGFR y Tie-
2, por lo que ambos receptores son cruciales en los procesos de
osteoclastogénesis y mantenimiento de las funciones medulares Oseas. La
neutralizacién de Tie-2 en los tejidos neoplasicos mamarios actuaria sobre el
microambiente tumoral mediante la inhibicion de los procesos de angiogénesis,
inflamacion y metastasis Osea osteolitica, siendo una nueva estrategia
terapéutica y consiguiendo, de este modo, frenar la progresién del cancer de
mama mediante la reduccion de la formacion ésea y de nuevos vasos
sanguineos 0.

53- ROL DE LA MELATONINA EN LA REGULACION DE LA
ANGIOGENESIS EN EL CANCER DE MAMA.,

La melatonina es una hormona sintetizada en la glandula pineal, cuya liberacion
se ve favorecida en situaciones de ausencia de luz. En condiciones normales se
secreta durante la noche ©%39_Inicialmente, la presencia de esta indolamina se
relacioné con los tumores mamarios malignos endocrino-dependientes 0

5.3.1- Mecanismos generales de accion de la melatonina.

La melatonina realiza sus acciones sobre el cuerpo humano actuando a través
de diferentes rutas moleculares. La principal via de actuacion de esta hormona
es mediante la activacion de dos tipos de receptores especificos de membrana:
receptor de alta afinidad ML1 y receptor de baja afinidad ML2 o también llamado
MT3.

Cuando la melatonina se une a los receptores ML1, los cuales son receptores
acoplados a proteinas G, se produce la inhibiciéon de la adenilato ciclasa en las
células diana. Por su parte, la union de melatonina a los receptores ML2
condiciona la hidrolisis de los fosfoinositidos. Este segundo tipo de receptores
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se ha visto que se encuentra expresado en numerosas areas del cortex cerebral.
Respecto al receptor ML1 se puede dividir a su vez en dos subtipos diferentes:
Mel 1ay Mel 1b. Mel 1a se localiza en el cromosoma humano 4 y esta compuesto
por 351 aminoacidos. Se encuentra ampliamente distribuido en una gran
variedad de estructuras cerebrales, tales como la pars tuberalis de la hipdfisis
anterior, el cértex cerebral, el tAlamo, la sustancia negra, el nacleo accumbens,
la amigdala, el hipocampo, el cerebelo, la cérnea, la retina o el hipotalamo, lugar
de suma relevancia ya que es el punto anatomico de regulacion del ritmo
circadiano. Mel 1b se localiza en el cromosoma humano 11 y esta compuesto
por 363 aminoacidos. A diferencia del anterior, tiene una distribucion mas
acotada, encontrandose fundamentalmente en la retina y de menor medida en el
hipocampo, cortex cerebral, nucleo periventricular y cerebelo.

De igual manera, la melatonina también interviene a nivel intracelular uniéndose
a la calmodulina citosélica y a dos receptores de la familia de los retinoides
nucleares.

Como previamente hemos explicado, los receptores de la melatonina estan
presentes a nivel central. Sin embargo, también se encuentran a nivel de los
tejidos periféricos, como pueden ser el corazén y las arterias, la glandula adrenal,
los rifiones, higado, vesicula biliar, adipocitos, ovarios, Utero, mama, prostata y
piel. Incluso se han detectado receptores de melatonina localizados en los
linfocitos Ty B 3,

5.3.2- Acciones generales de la melatonina.

Una de las acciones que desempefia esta indolamina es actuar sobre la
regulacion de los ritmos circadianos, tales como los ciclos de suefo-vigilia
humanos, los ritmos neuroendocrinos o los ciclos de variacion de la temperatura
corporal a lo largo del dia mediante su union a los receptores MT1 y MT2.
Cuando se produce una disregulaciéon de los ritmos circadianos, tanto el
comportamiento como el estado de animo, el desarrollo corporal, las funciones
intelectuales e incluso la estatura se ven alterados de manera importante. Es por
ello que se concluye, después de haber realizado diversos estudios in vivo en
modelos animales, que el mantenimiento adecuado de los ritmos circadianos es
fundamental para el correcto neurodesarrollo y que su ausencia o alteracion es
capaz de suprimir la neurogénesis.

La melatonina ejerce acciones paracrinas y autocrinas, regulando la correcta
formacion placentaria, desempefiando un papel en la reproduccién humana. La
melatonina actua sobre el desarrollo fetal, interviniendo de manera directa en la
formacion adecuada de la estructura placentaria, el desarrollo glial y neuronal,
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desempefiando también acciones ontogénicas en el establecimiento de los
ritmos diurnos y en la sincronizacion del reloj biolégico fetal 03D,

5.3.3- Acciones de la melatonina en la patogenia del cAncer de mama.

La melatonina es considerada como una de las moléculas pertenecientes al
grupo de factores reguladores que se encargan del control del ciclo proliferativo
y la pérdida celular, siendo el Unico regulador cronobidtico y hormonal conocido
del crecimiento celular tumoral. Cuando los niveles circulantes de melatonina se
encuentran en rango fisiolégico, dicha indolamina desempefia acciones
citostaticas in vitro inhibiendo los procesos de proliferacion celular neoplasica
ejerciendo sus acciones especificamente sobre el ciclo celular. Cuando sus
concentraciones estdn en rango farmacoldgico, la melatonina adquiere
propiedades citotoxicas deteniendo la actividad proliferativa de las poblaciones
celulares neoplasicas. Tanto si se encuentra en rango fisiolégico como en
farmacoldgico, esta hormona actia como agente diferenciador en determinados
tumores, disminuyendo su invasividad y su capacidad metastasica, a través de
la alteracion de las moléculas de adhesion y el mantenimiento de las uniones
intracelulares tipo gap presentes en los tejidos cancerosos. A su vez, en otro tipo
de neoplasias, la melatonina, bien actuando de manera aislada o en combinacién
con otros agentes, es capaz de inducir los fenémenos de apoptosis celular G,

Actualmente se sabe que la melatonina es un importante agente oncostéatico
capaz de interactuar con humerosos procesos neoplasicos, en especial con los
tumores mamarios cuyo crecimiento depende de los estrogenos, reduciendo su
proliferacion y desarrollo (23334 | a hipétesis inicialmente formulada por Cohen
et al 1978 introdujo la idea de que una menor funcion de la glandula pineal
suponia la reduccion de los niveles existentes de melatonina, lo que resultaria
en un estado relativo de hiperestrogenismo, que predispondria al desarrollo
posterior del cancer de mama.

Los efectos oncostaticos de la melatonina en aquellos tumores dependientes de
hormonas, como es el caso de las neoplasias mamarias, se explican a través de
la interaccion de forma indirecta con los mecanismos neuroendocrinos
reguladores, como es el bloqueo del eje neuroendocrino reproductivo y la
consiguiente reduccién de los niveles de estrogenos, los cuales serian los
responsables del crecimiento anormal de la glandula mamaria. La realizacion
previa de diversos estudios realizados tanto in vitro como in vivo han concluido
gue esta hormona desempefia un papel clave en las rutas de sefalizacion
estrogénica actuando a tres niveles: disminuyendo los niveles plasmaticos de
estrogenos que son sintetizados en las gonadas a través de su interaccion con
el eje reproductivo de la hipdfisis, interrumpiendo la activacion de los receptores
de estradiol comportandose como un modulador selectivo de los receptores de
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estrégenos y actuando como un modulador selectivo de enzimas estrogénicas
por medio de la regulacion de enzimas implicadas en la sintesis de estrogenos
a nivel de otros tejidos 2,

La melatonina, a través del control de citoquinas implicadas en el metabolismo
tumoral, reduce la biosintesis de estrégenos, fibroblastos y células endoteliales
peritumorales en las neoplasias de mama G%. Otro de los papeles que
desempefia esta en relacion con su union a receptores como MT-1y MT-2, a
receptores intranucleares o promoviendo la estimulacion de la calmodulina. Todo
ello le permite actuar sobre el metabolismo, microambiente y expresion genética
tumoral, obteniendo como resultado final la detencion del crecimiento y la

angiogénesis en las neoplasias, asi como la inhibicién de la invasion metastasica
(32)

5.3.4.1- ;,Como requla la melatonina la sintesis local de estrégenos en el
cancer de mama?

En el cadncer de mama en general y particularmente en aquel que afecta a las
mujeres postmenopausicas, los estrogenos se sintetizan en los tejidos
neoplasicos como resultado de la transformacion a partir de los precursores
androgénicos derivados de las glandulas suprarrenales o bien a partir de
estrogenos biolégicamente inactivos (Figura 6). En las neoplasias mamarias hay
una sobreproduccién estrogénica debido a que las células epiteliales cancerosas
contienen todos los elementos enziméticos necesarios para su sintesis 2. Una
de las rutas cruciales relacionada con la produccion de estrogenos en este tipo
tumoral es la via de la aromatasa, encargada de transformar los andrégenos en
estrogenos 113235 | a aromatasa se trata de un complejo enzimético formado
por dos compuestos esenciales: la aromatasa citocromo P450 (P450arom) y la
NADPH-citocromo p450 reductasa (reductasa) . Se encarga de catalizar la
sintesis de estrogenos a partir de androgenos ®*3%, por lo que influye de manera
relevante en el equilibrio fisioldgico existente en condiciones normales entre las
hormonas esteroideas sexuales 9.

El gen que codifica la aromatasa se localiza en el brazo largo del cromosoma 15
y esta constituido por una region codificante que ocupa una posicion mas
centrométrica y una region mas telomérica con varias zonas promotoras. El
promotor especifico de las génadas es el Il. Otros tres promotores de gran
relevancia serian el 1.3 (expresado en el tejido adiposo y cancer de mama), el 1.4
(presente en el tejido adiposo) y el 1.6 (expresado en hueso) @Y. En los tumores
mamarios, tanto la expresion como la actividad de la aromatasa se encuentran
significativamente elevadas.
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La segunda ruta implicada en la formacion de estrégenos en las neoplasias de
mama es la via de la sulfatasa, enzima perteneciente a la clase de las esterasas
gue cataliza la transformacién de sulfatos de estrégenos hacia estronas y
estradiol. Finalmente, el tercer paso que constituye la esteroidogénesis en los
tejidos periféricos es la transformacion de estrona en estradiol activado, gracias
a la accion de la 17B-Hydroxysteroide dehydrogenasa tipo 1 (178-HSD1), un
grupo de alcohol oxidorreductasas que catalizan la reduccibn de 17-
cetosteroides y la deshidrogenacion de 17B-hidroxiesteroides en la
esteroidogénesis y que intervienen el metabolismo de los esteroides. En los
tumores mamarios, también se observa la presencia de la suflotransferasa de
estrogenos en los tejidos, la cual se encarga de llevar a cabo la transformacion
de los estrégenos en sulfatos de estrégenos 2,
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Figura 6.- Mecanismos enziméticos implicados en la produccién local de estrégenos en
los tejidos tumorales mamarios. Tomada de Cos et al: Melatonin Modulation of Paracrine
Interactions in Breast Cancer. Oncology letters. August 2014 ©2),

En los tejidos mamarios neoplasicos se puede demostrar la sobreexpresion tanto
de aromatasa *3? como de sulfatasa y de 17B-HSD1, en contraposicion a lo
gue ocurre con la expresion de la sulfotransferasa de estrégenos, la cual esta
disminuida, lo que daria como resultado la acumulacion de 173-estradiol en los
tejidos mamarios cancerosos (Figura 7). En estas circunstancias, la melatonina
actuaria llevando a cabo una doble accion de reduccion tanto de la expresion
como de la actividad de aromatasa, de sulfatasa y de 173-HSD1, a la vez que
incrementaria las concentraciones de la sulfotransferasa de estrégenos. Se
puede concluir de esto que la melatonina interviene de manera beneficiosa en
los cdnceres de mama, modificando la actividad y la expresién enzimatica de
aquellos elementos encargados de la sintesis local de estrégenos, propiciando
un ambiente hormonal similar al existente en los tejidos mamarios normales,
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protegiendo, por tanto, a las glandulas y tejidos mamarios del exceso estrogénico
y de los efectos de estos 2,

Normal mammary tissue Breast carcinoma

17B-HSD1

<
N
4( MELATONIN 4

Figura 7.- Esquema representativo de las enzimas implicadas en la sintesis local de
estrégenos en los tejidos mamarios normales y en los tejidos mamarios neoplasicos.
Tomada de Tomada de Cos et al: Melatonin Modulation of Paracrine Interactions in Breast
Cancer. Oncology letters. August 2014 (32,

En situaciones de normalidad, el tejido adiposo mamario es capaz de mantener
niveles bajos de aromatasa gracias al promotor 1.4, presente en el tejido adiposo.
Ante la presencia de cancer mamario, tanto en las células epiteliales malignas
como en los fibroblastos, la expresibn de aromatasa alcanza rangos muy
superiores a la situacion basal debido a la activacién de los promotores Il y 1.3,
regulados a través del Adenosin monofosfato ciclico (AMPCc).

Uno de los factores reguladores de la aromatasa lo constituye la prostaglandina
E2 (PGEZ2) la cual lleva a cabo sus mecanismos de accion interviniendo sobre
los promotores Il y 1.3 @2, La formacion de PGE2 deriva de la actividad de la
ciclooxigenasa, como previamente hemos explicado. Uno de los mecanismos
mediante los cuales la melatonina es capaz de modificar las funciones que la
aromatasa desempefia en los tejidos neoplasicos es a través de la reduccion de
la expresion de las enzimas COX-1 y COX-2, cuya disminucidn ocasionaria
niveles inferiores de PGE2. Una menor concentracion de PGE2 derivaria en la
atenuacion de los niveles de AMPc, lo que conllevaria a menores niveles de los
promotores 1.3 y Il y, por tanto, la reduccion de la expresion de aromatasa (32,
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5.3.4.2- Papel de la melatonina en la producciéon local de estr6genos en las
células endoteliales peritumorales.

Las células endoteliales se caracterizan por ser un elemento celular
imprescindible en el microambiente tumoral, desempefiando un papel decisivo
en el desarrollo y progresion de las neoplasias de mama mediante el control de
la angiogénesis (?°3132)  Estas células proporcionan el soporte estructural
necesario que los tejidos tumorales necesitan para crecer y llevar a cabo sus
procesos de formacion de nuevos vasos sanguineos @3, Las células
endoteliales constituyen en los tejidos neoplasicos una fuente productora de
estrégenos mediante la expresion de aromatasa. Esto es debido a que en los
tumores mamarios se pueden observar niveles elevados del promotor 1.7 de la
aromatasa 19, el cual se asocia con la activacion celular endotelial en las
neoplasias mamarias. La consecuencia directa que se deriva de este exceso
enzimatico de aromatasa a través de la activacion de los promotores 1.3, Il y .7
es la sintesis aumentada de estr6genos en las células epiteliales malignas, lo
gue junto con la expresién de fibroblastos adiposos pobremente diferenciados y
las células endoteliales adyacentes se perpetien los fendmenos de progresion
y desarrollo tumoral en los tejidos mamarios G2,

VEGEF es secretado en gran cantidad por las células neoplasicas mamarias y es
un factor pro-angiogénico esencial para mantener la expansion de las
neoplasias. Se postula que VEGF patrticiparia en la regulacion de las rutas tanto
paracrinas como autocrinas promoviendo la proliferacion, el desarrollo y la
diseminacion de las células endoteliales (323334,

Diversos estudios han tratado de explicar el papel de la melatonina en la
regulacion de este factor angiogénico. Para ello han empleado células humanas
provenientes de canceres de mama (MCF-7), cultivadas junto con células
endoteliales obtenidas de venas umbilicales humanas (HUVECs). Al afadir
VEGF a esta combinacion se ha comprobado que estimula la proliferacion
celular, mientras que la melatonina contrarresta este efecto ($2:333436) | g
adiccion de melatonina al cocultivo compuesto por la asociacion de HUVECs y
MCF-7 dio como resultado la disminucidn considerable de los niveles proteicos
de ANG-1, ANG-2, de VEGF, asi como la reduccion de la expresion génica del
MRNA tumoral. La melatonina es capaz de reducir la expresién del mRNA de
VEGF en las células tumorales mamarias humanas ademas de los niveles de
VEGF en las células epiteliales malignas ¢23334), Al mismo tiempo, produce la
estimulacion de la expresion del mRNA del receptor Tie-2 en HUVECs @9, Los
cocultivos formados por la asociacion de células epiteliales mamarias malignas
y células endoteliales constituyen un método adecuado para estimular in vitro la
interaccién paracrina que tiene lugar entre estas células en los tumores
mamarios ®?). La presencia de células epiteliales malignas en los cocultivos con
HUVECs tiene la habilidad de estimular el crecimiento endotelial y por ello
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incrementar los niveles de VEGF. La melatonina es capaz de contrarrestar estos
efectos estimuladores proliferativos que tienen lugar sobre los cocultivos de
células endoteliales y sobre los niveles proteicos de VEGF, disminuyendo con

ello los factores pro-angiogénicos y los procesos proliferativos vasculares
(32,33,36)

Con el esquema inferior (figura 8), se resumen las acciones paracrinas de la
melatonina en las células epiteliales. Esta hormona desempefiaria una accion
importante en la reduccion de la proliferacion, la diseminacion, la migracion
celular endotelial y la formacion tubular a través de la disminucion de la expresion
de VEGF y PGE2. PGE: seria estimulada por VEGF, lo que desencadenaria la
angiogénesis, mientras que la melatonina realizaria una accion antagoénica,
reduciendo la expresion de las enzimas de la ciclo-oxigenasa, por lo que tanto
PGE2 como la angiogénesis se verian frenadas. Ademas, la melatonina
interviene en la actividad de la aromatasa, inhibiendo su expresion en las células
endoteliales gracias a la regulacion de un promotor especifico de aromatasa
localizado en la regién 1.7. Esto ocasionaria la restriccion de la produccion local
de estrégenos. Todo ello seria crucial para detener la proliferacion y
diseminacién tumoral, ya que, por un lado, la inhibicion de los fenémenos
angiogénicos se correlaciona directamente con un menor desarrollo tumoral,
mientras que la reduccion de los niveles de estrogenos también tendria
importantes consecuencias beneficiosas: debido a que los canceres de mama
son un tipo de tumores estrogeno-dependientes, su progresion se veria frenada.
Ademas, diferentes estudios afirman que los niveles elevados de estrégenos
favorecen los procesos angiogénicos, por lo que la reduccion de su sintesis
facilitaria la deteccion de los procesos de formacion de nuevos vasos sanguineos
y como consecuencia, el desarrollo y progresion tumoral mamario ¢2).
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Figura 8.- Papel de la melatonina en las interacciones paracrinas que ocurren entre las
células epiteliales malignas y las células endoteliales proximales en los tejidos tumorales
del cancer de mama. Tomada de Cos et al: Melatonin Modulation of Paracrine Interactions in
Breast Cancer. Oncology letters. August 2014 2,
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Todos estos hallazgos parecen indicar que la melatonina desempefaria un papel
relevante en las relaciones paracrinas existentes entre las células epiteliales
malignas y las células endoteliales proximales a través de la supresion de la
expresion de VEGF en las células tumorales de las neoplasias mamarias, lo que
llevaria a la disminucion de los niveles de VEGF en las células endoteliales
adyacentes 23334 Menores niveles de VEGF serian importantes para lograr la
reduccion del numero de células endoteliales malignas productoras de
estrégenos y para frenar la angiogénesis tumoral. ©23%, La melatonina y el
estradiol desempefian acciones antagoénicas en las células endoteliales:
mientras que la primera inhibe la proliferacion, el estradiol la estimula. Debido a
ello, se puede concluir que la melatonina desempefia un doble papel: por un
lado, actta disminuyendo los niveles de estradiol, el cual estimula la proliferacion
celular maligna y por otro, disminuyendo los factores angiogénicos y por tanto
frenando la creacion de nuevos vasos sanguineos en los tejidos neoplasicos
(3436)  Se ha demostrado que la melatonina reduce el nimero de células
endoteliales que invaden los tejidos a través de la membrana basal en respuesta
a la estimulacion por VEGF. Esta migracion celular es esencial para el proceso
de formacién de nuevos vasos sanguineos durante la angiogénesis. Otro paso
fundamental estimulado por VEGF para el correcto desarrollo de la angiogénesis
es la creacion de redes tubulares compuestas por células endoteliales. La
melatonina interviene en este proceso interrumpiendo la creaciéon de dichas
estructuras e impidiendo la formacion de los tubulos en las células previamente
estimulada por VEGF. Las células mamarias cancerosas estdn modificadas de
tal manera que son angiogénicamente activas por lo que son capaces de
promover la creacion longitudinal de los tubulos en las células HUVECSs. Este
efecto proliferativo es neutralizado mediante la adicion, tanto de anticuerpos anti-
VEGF como de melatonina, lo que sugiere que la accién supresora de la
melatonina sobre formacion de estructuras capilares estimulada por las células
MCF-7 se produciria como resultado de la inhibicion de la actividad de VEGF
(8234)  La melatonina desintegraria la red capilar preformada en los tejidos
tumorales G4,

Finalmente, podemos concluir a través de la informacion obtenida de los
diferentes estudios, cuatro puntos clave sobre el papel de la melatonina en la
regulacion de los procesos angiogénicos en las neoplasias:

1. La melatonina es capaz de inhibir la proliferacion, la invasién y la
migracion de las células endoteliales en los tejidos tumorales lesionados,
lo que resultaria Gtil y beneficioso para frenar el avance de los diferentes
tipos de cancer.
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2. La melatonina interrumpe la formacion de la red vascular tubular
estimulada por VEGF, a la vez que contrarresta los efectos de esta
molécula.

3. La melatonina interfiere con la actividad angiogénica de las células MCF-
7, oponiéndose a su accion.

4. La melatonina desintegra la red capilar preformada en los tejidos
neoplasicos lesionados 9.

La melatonina simultdneamente coordina la disminucion de la liberacion de las
angiopoyetinas junto con la reduccion de factores pro-angiogénicos. Todos estos
hallazgos sugieren la posibilidad de integrar la melatonina como parte de la
terapia anticancerosa debido a su potencial antiangiogénico, el cual resultaria
beneficioso ya que esta directamente relacionado con la invasividad y
proliferacion tumoral (0.32:34.36)

5.4.- IMPACTO DE LOS miARN EN LA ANGIOGENESIS DEL CANCER DE
MAMA.

Los microARN (miARN) son pequefias secuencias de ARN no codificante
compuestas por 19 a 25 nucleétidos que desempefian una funcién decisiva en
el control post-transcripcional de la expresion genética. Recientes estudios
cientificos han demostrado la intervencion de los miARN en multiples actividades
biol6gicas necesarias para el desarrollo tumoral, tales como el control de la
proliferacion celular, la apoptosis, la diseminacién, la migracion y la
angiogeénesis. La expresion aberrante de miARN en los tejidos neoplasicos se
ha observado en numerosos tipos de canceres de mama humanos, los cuales
estan relacionados con una progresion mas rapida y agresiva de la enfermedad
(37.38) Se ha documentado el papel supresor tumoral de miR-34a, miR-502 y miR-
22 en los canceres de mama, mientras que miR-32 y miR-191 funcionan como
oncogenes en estas neoplasias y también en las laringeas ¢,

Mediante el analisis de la informacion disponible acerca de estas secuencias y
comparandolo con los estudios previos, se ha llegado a la conclusion de que
VEGF-A, la principal molécula pro-angiogénica tumoral, esta relacionada con la
expresion de miR-140-5p, de tal manera que miR-140-5p actuaria como un
supresor tumoral en el cancer de mama, inhibiendo a VEGF-A y por tanto
consiguiendo frenar y disminuir la progresion metastasica y la angiogénesis
(37.38)  Se ha encontrado que miR-140-5p es capaz de inhibir la habilidad que
tienen las células HUVECs de formar tubulos, necesarios para la creacion de la
red vascular tumoral ©238), CD31 es una molécula de adhesion presente en las
células endoteliales plaquetarias cuya estimulacion favorece la creacion de
nuevos vasos sanguineos. Cuando miR-140-5p se sobreexpresa en los tejidos
tumorales, se inhibe la liberacion de CD31. El aporte vascular adecuado es

Pagina 38 de 60



fundamental para el correcto desarrollo, crecimiento e invasién tumoral, por lo
gue la accion de miR-140-5p bloqueando la angiogénesis seria un proceso
relevante para combatir esta enfermedad 8,

Para poder documentar de manera precisa el papel que desempefia la expresion
de miR-140-5p en los tejidos tumorales del cancer de mama, se han comparado
los niveles de este miIARN en dos grupos de pacientes: por una parte, se han
seleccionado 40 casos con tumor mamario, mientras que como controles se
escogieron 30 pacientes sin enfermedad y por tanto con tejidos no lesionados.
Para procesar la informacion se extrajo el ARN de las muestras cancerosas y se
analizé mediante una RT-PCR a tiempo real. Los datos obtenidos como producto
de este procedimiento demostraron la existencia de niveles hasta cinco veces
menores de miR-140-5p en las muestras obtenidas de tejidos lesionados en
comparacioén con los tejidos sanos, siendo este resultado estadisticamente
significativo (p<0,05). Asi mismo, miR-140-5p se asocidé con la progresion
tumoral, ya que se informé que los niveles de esta molécula iban disminuyendo
a medida que el estadio tumoral avanzaba del grado | al Ill. Otro de los
descubrimientos realizados esta en relacion con la invasion metastasica linfatica:
la expresion de miR-140-5p fue inferior en los tejidos linfaticos con afectacion
metastasica tumoral en comparacién con los tejidos tumorales no damnificados
por esta invasion ©?. Ademas, los niveles encontrados de VEGF-A estaban en

relacion inversa con los de miR-140-5p en los tejidos de carcinomas mamarios
(37,38)
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Figura 9.- Reduccion de los niveles de miR-140-5p en las muestras clinicas de tumores
mamarios. Tomada de MicroRNA-140-5p inhibits invasion and angiogenesis through targeting
VEGF-A in breast cancer. Cancer Gene Ther. September 2017 ©8),

En el esquema superior (figura 9) se explica cdmo se produce la regulacién de
los niveles de miR-140-5p en las diferentes muestras clinicas de canceres de
mama. En primer lugar (a), la expresion de miR-140-5p se encuentra disminuida
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en los tejidos tumorales mamarios en comparacion con los tejidos mamarios no
afectados de enfermedad. En la segunda (b), se observa que miR-140-5p se
expresa de manera diferente en aquellos tumores que se encuentran en estadios
tempranos de la enfermedad (estadios I-1I) en comparacion con los tumores que
estan en estadios mas avanzados (estadio Ill). En los estadios mas incipientes
del cancer, los niveles de miR-140-5p estdn mas elevados, mientras que cuando
la neoplasia mamaria se encuentra clinicamente mas avanzada, los niveles de
dicho factor se reducen. En la tercera (c), se aprecia que miR-140-5p se expresa
de forma distinta en los tumores con afectacién metastasica de ganglios linfaticos
en comparacion con los tumores sin metastasis. Finalmente (d), se concluye que
los patrones de expresion de VEGF con miR-140-5p muestran una correlacion
inversa estadisticamente significativa ¢,

Diversos estudios experimentales han demostrado que miR-140-5p actua
reduciendo la progresion celular en las neoplasias. La presencia de este miARN
consigue inhibir la invasion y proliferacion de grupos de células malignas,
actuando a través del control de genes implicados en los procesos de division y
progresion que favorecen la diseminacion metastasica tumoral en las neoplasias
mamarias ®”. miR-140-5p funcionaria como un gen supresor tumoral de los
procesos de metastasis y angiogénesis en la mama G738,

Por tanto, los miIARN desempefarian funciones a nivel de la sefializacion post-
transcripcional, regulando diversos genes implicados en el desarrollo del proceso
tumoral, la diferenciacion celular, la invasion metastasica y la angiogénesis 9.
Ademas, los miARN podrian actuar de dos maneras opuestas, bien como
supresores tumorales o bien como oncogenes, a través del control de los genes
gue participan en los fendmenos de migracion y creacién de nuevos vasos
sanguineos presentes en las neoplasias G739,

En los tumores de mama avanzados y de alto grado de malignidad se observa
gue la expresion de miR-140-5p es inferior en comparacion con los tumores
localizados, lo que implica que los niveles elevados de miR-140-5p se asocian
con mejor estadio clinico. La funcion de los microARN estéa estrechamente ligada
a las células madre cancerosas: esta molécula funciona regulando los procesos
de sefalizacion de las células madre en el epitelio mamario no lesionado, pero
también en los tejidos del carcinoma ductal in situ (CDIS). La ausencia de este
mMIARN puede desembocar en la progresion y avance de las lesiones,
aumentando las posibilidades de diferenciacion celular y progresando a
neoplasias mas agresivas.

El indice mitético expresado por medio de KI-67 es un importante indicador del
grado de malignidad y proliferacion tumoral, incluyendo en las lesiones de la
mama. Diversos estudios han documentado la regulacién inversa de KI-67
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mediante miR-140-5p, por lo que la presencia del miARN conseguiria que el
indice mitético fuera inferior en comparacion con su ausencia. Ademas, KI-67
esta vinculado con el ciclo celular, al igual que también lo estd miR-140-5p. La
sobreexpresion de este microARN provocaria el crecimiento celular en fase G1
de la interfase, mientras que lo disminuiria en fase S, en la que se sintetizaria el
ADN. Esto resultaria en un menor crecimiento celular, lo que seria beneficioso
para detener la progresién tumoral.

Finalmente, se puede constatar la relevante importancia clinica de miR-140-5p
en la patogenia del cancer de mama, realizando funciones implicadas en la
reduccion de la viabilidad, la proliferacion y la diseminacion celular. Esta
molécula es capaz de frenar la expresion del principal factor pro-angiogeénico,
inhibiendo con ello la formacion de vasos sanguineos patolégicos y por tanto
permitiendo detener la progresién de las neoplasias mamarias .

5.5.- TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS EN EL CANCER DE MAMA.

5.5.1- Objetivos terapéuticos generales.

Como se ha venido documentando a lo largo de la revision, VEGF es el factor
angiogénico mas relevante, el cual se ha demostrado que desempefia un papel
fundamental en la progresién y pronostico del cancer de mama. Esta molécula
favorece la creacion de nuevos vasos sanguineos en los tejidos dafados,
induciendo la supervivencia de las células vasculares endoteliales, el crecimiento

y la diseminacién a través de su interaccion con receptores especificos (VEGFR)
(2,3,20,39)

Actualmente existen diversas lineas de trabajo que tratan de encontrar nuevas
modalidades terapéuticas que actien inhibiendo los procesos de angiogénesis
gue tan necesarios son para el mantenimiento, crecimiento y desarrollo tumoral.

Los principios generales de la terapia anti-angiogénica serian los siguientes:

1. Los inhibidores de este proceso no deben causar fendmenos tales como
la supresibn medular de los pacientes tratados, sintomas
gastrointestinales o pérdida de cabello. Se busca que produzcan menor
toxicidad que los agentes quimioterapicos.

2. El efecto terapéutico deseado aparece en un periodo de tiempo
comprendido entre varios meses y el afo.

3. La resistencia individual de las personas a las drogas anti-angiogénicas
no puede producir efectos adversos de creacidon de nuevos vasos
sanguineos.

4. La combinacion de esta modalidad terapéutica junto con farmacos
citotoxicos actua sinérgicamente, siendo mas efectiva.
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5. Esta fundamentalmente dirigida a pequefios grupos de células
endoteliales vasculares, emigrantes o proliferantes 9,

5.5.2- Técnicas terapéuticas actuales

A lo largo de los afios y en especial a partir de la Gltima década, se han realizado
importantes avances relacionados con la creacion y desarrollo de agentes
terapéuticos que ejerzan acciones beneficiosas frenando el crecimiento y
progresion neoplasica mediante la modulacion de la angiogénesis tumoral. Es
por ello que se han estado examinando diferentes mecanismos de la interaccion
de VEGF con su receptor y con las vias de sefializacion molecular con el objetivo
de conseguir frenar las acciones angiogénicas y poder emplearlas como parte
del tratamiento anticanceroso. Las diferentes técnicas de actuacion sobre este
factor de crecimiento vascular han sido las siguientes: el secuestro de ligandos,
blogueo de receptores externos, bloqueo de receptores internos (mediante
inhibidores de tirosina quinasas) e inhibiendo el receptor VEGFR (Figura 10). De
todos los diferentes agentes antiangiogénicos inhibidores de VEGF,
Bevacizumab ha sido el mas estudiado en diferentes tipos de neoplasias,
incluyendo entre ellas el cancer de mama ©9,

Drug name Manufacturer

VEGF targeting Status
Ligand sequestration Bevacizumab ( Avastin®) Genentech Approved for CRC, NSCLC, MBC,
and GBM
Afliberoept (AVEDDS) SanofiRegencron Phase 11
HuMVE33 PDL Biopharma Inc. Phase 1
P1-38 (heparinase inhibitor)  Progen Industries Lid.  Phase 11
Extermnal receptor blocking IMC-1121B ImClone Systems Phase 111
IRamucirumab)
IMC-18F1 ImClone Systems Phase 11
CDP791 LUCB (Celltech) Phase 11
Internal receptor blocking Sunitinib (Sutent®) Phzer Approved for ROC and GIST
(TKls) Discontinued for breast cancer
Sorafenib (Nexavar®) Bayer/Onyx Approved for RCC and HCC
Vandetanib (Zactima™) Astra Zeneca Phase 11
Vatalanib (PTKTR7/22584)  NovartisShering AG Phase I1
Axitimib (AG-0D13736) Phizer Phase 11
Motesanib (AMG-206) Amgen Phase 11
Inhibition of VEGFR Pazopanib (GW786034) GlaxoSmithKhne Approved for ROC
message

Angroenzime Sima I'Ix‘r‘ll‘lclllrg's

Figura 10.- Resumen de los diferentes métodos terapéuticos para inhibir a VEGF. Tomada
de Bevacizumab Treatment for Advanced Breast Cancer. Oncologist. December 2011 ©9),

Desde el descubrimiento de Trastuzumab, se han desarrollado nuevos farmacos
gue intentan actuar sobre los mecanismos moleculares que intervienen en la
fisiopatologia del tumor mamario para, de este modo, conseguir detener su
progresion e invasion. Actualmente, existen diferentes opciones terapéuticas
especificas que incluyen, desde anticuerpos monoclonales tales como
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Pertuzumab que une receptores de la superficie celular, hasta inhibidores de
tirosin-kinasas como es el Lapatinib, que actta inhibiendo la accion del factor de
crecimiento epidérmico y por tanto frenando su accion @9,

En este contexto surge Bevacizumab, un derivado del anticuerpo monoclonal
murino VEGF A4.6.1 el cual esta compuesto por un 93% de secuencias proteicas
humanas y un 7% de secuencias proteicas murinas 9. Bevazicumab actla a
través del bloqueo de VEGFR y con ello se consigue suspender las acciones
pro-angiogénicas y proliferativas que son derivadas de la unién de VEGF a su
receptor (123940 | 3 realizacion de estudios experimentales demostré que dicho
anticuerpo monoclonal era capaz de neutralizar todas las isoformas humanas de
VEGF, deteniendo los fenbmenos de migracion y proliferacion celular endotelial.
En experimentos in vivo desarrollados sobre una gran variedad de tipos
tumorales, entre los que se incluye el cancer de mama, se vio que la adicion de
Bevacizumab a las muestras tumorales conllevaba a un crecimiento tisular
neoplasico mucho mas lento que en condiciones de normalidad, junto con una
reduccion considerable de la densidad vascular en algunos subtipos de
carcinomas mamarios 9.

VEGF se expresa en la mayoria de los tipos de células cancerosas y en ciertas
células tumorales estromales, por lo que inhibir el mecanismo de accion de dicha
molécula seria una linea de tratamiento altamente efectiva en determinados
tumores solidos entre los que se incluye el cAncer de mama. Desde finales de
1990 se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos basados en comprobar
la eficacia del empleo de agentes dirigidos contra VEGF. Las investigaciones
basadas en la demostracion de los efectos beneficiosos de los agentes anti-
angiogénicos comenzaron a dar sus frutos en 2005, con la publicacién del primer
informe de un ensayo clinico aleatorizado y prospectivo basado en el tratamiento
de pacientes con cancer de mama metastédsico con terapias anti-VEGF, que
consiguié demostrar el beneficio de asociar a la quimioterapia convencional con
Paclitaxel el anticuerpo monoclonal Bevacizumab ©%. No obstante, se deben
evaluar de manera minuciosa las caracteristicas fenotipicas de los tumores de
mama debido a que la gran mayoria de ellos presentan una conformacion
molecular especifica que les hace eludir los efectos terapéuticos beneficiosos de
las terapias con anticuerpos monoclonales. Bevacizumab se emplea como parte
del tratamiento de primera linea en los tumores de mama con fenotipo triple
negativo altamente proliferativo que presentan gran sobreexpresion de
moléculas angiogénicas que les dotan de gran capacidad de crecimiento y
posibilidad metastasica (19:20:39.40),

Los inhibidores de tirosina quinasas son otra de las técnicas estudiadas por sus
efectos antiangiogénicos tumorales. Las pequefias moléculas de tirosina
guinasas administradas por via oral estan disefiadas con el objetivo principal de
actuar sobre la funcién catalitica intracelular de la familia VEGF y sus receptores,
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asi como sobre el factor de crecimiento plaquetario (PDGFR) y otros receptores
de factores de crecimiento proangiogénicos expresados por las células
endoteliales. Ejemplos de esto son Sunitinib malato y Sorafenib, los cuales son
inhibidores de tirosina quinasas orales dirigidos frente a diferentes receptores de
tirosina quinasas, como son VEGFR, PDGFR, el receptor del factor de células
madre (c-KIT) y el receptor tirosina quinasa 3 similar a FMS (FLT3). Estas
técnicas terapéuticas han mostrado beneficios terapéuticos interesantes, pero
mucho menos alentadores en comparacion con los obtenidos con el empleo de
Bevacizumab, bien cuando se agregan en asociacibn a los regimenes
guimioterapéuticos estandar para el tratamiento del cancer de mama o cuando
se usan solos “0),

El empleo de vacunas que incluyen minigenes se ha disparado en la ultima
década y esta compitiendo con las terapias con anticuerpos monoclonales.
Recientemente se ha comprobado la eficacia de la vacuna con VEGFR-2 testada
en modelos animales. Otras lineas de trabajo estdn centrando sus objetivos en
una vacuna oral con minigenes de DNA dirigidos contra el receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular murino (FLK-1), considerado como el receptor
mas importante de la angiogénesis, protegido contra tumores de diferente origen
en ratones BALB/c singénicos. Se ha comenzado a investigar una vacuna
compuesta por ADN oral dirigido contra el gen FLK-1, que prevenga los procesos
angiogénicos e inhiba el crecimiento tumoral gracias a la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T CD8. Dichos linfocitos tienen la capacidad de
detectar y destruir de forma especifica las células tumorales, mediante el
reconocimiento de antigenos compuestos por 8-10 aminoacidos, los cuales son
presentados a los receptores de células T (TCR) presentes en la superficie
celular como complejos con moléculas de histocompatibilidad tipo 1 (MHC 1).
Estos péptidos, conocidos como epitopos, se forman en el citosol celular
después del procesamiento proteolitico de antigenos por parte del proteasoma
de las células presentadoras de antigenos. Uno de los objetivos principales de
estas vacunas es la induccién de respuestas antitumorales especificas,
mediadas por los linfocitos T CD8 y dirigidas contra dichos epitopos, para lograr
la erradicacién tumoral y la prevencién de su recurrencia. Estas vacunas con
minigenes pueden inducir respuestas inmunes dirigidas Unicamente frente a
epitopos de antigenos especificos, evitando con ello la interferencia de epitopos
de antigenos no relevantes (Figura 11). Es por ello que las vacunas con
minigenes dirigidos frente a FLK-1 supondrian una alternativa terapéutica a tener

en cuenta para el tratamiento del cancer de mama, asi como para su prevencion
(19,40)
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Figura 11.- Construccién y expresion de vacunas con minigenes de DNA dirigidos frente
a FLK-1. Tomada de FLK-1-based minigene vaccines induce T cell-mediated suppression of
angiogenesis and tumor protective immunity in syngeneic BALB/c mice. October 2007 (40,

La quimioterapia metrondmica, definida como la quimioterapia de baja tasa de
dosis administrada en pulsos frecuentes a lo largo de un periodo de tiempo
dilatado, es otra técnica empleada para frenar los procesos angiogénicos del
cancer de mama. Los regimenes convencionales de ciclofosfamida, metrotexato
o 5-fluorouracilo han demostrado tener efectos antitumorales gracias a interferir
con los procesos de neoangiogénesis en los tumores mamarios. El efecto
antiangiogénico beneficioso obtenido mediante el uso de quimioterapia
metrondmica ha sido ampliamente estudiado a través de modelos preclinicos.
Se presupone que las técnicas quimioterapéuticas de dosis densa se dirigen
principalmente contra las células tumorales proliferativas, mientras que los
objetivos fundamentales de las técnicas de quimioterapia metronémica son las
células endoteliales responsables de los fenbmenos de neovascularizacion
patolégica tumoral. Se ha observado que el nivel de células progenitoras
endoteliales derivadas de la médula 6sea (CEP) circulantes que contribuyen a
los procesos de angiogénesis tumoral se ve reducida durante el tratamiento con
guimioterapia metronémica, mientras que el recuento de CEP sufre un aumento
durante los intervalos posteriores a la dosis maxima tolerada convencional. Se
ha comprobado que la ciclofosfamida metronémica favorece el aumento de la
trombospondina-1, el cual se trata de un factor antiangiogénico enddgeno. Asi
mismo, se ha visto que la combinacién de ciclofosfamida metronémica junto con
metrotexato conlleva a la reduccion del nivel sérico de VEGF en pacientes
afectados de cancer de mama. A pesar de que el empleo de técnicas
terapéuticas basadas en quimioterapia metronémica con regimenes estandar de
ciclofosfamida, metrotexato, fluoropirimidinas oral y agentes como el
trastuzumab o el factor antagonista de ER se han estudiado en ensayos clinicos
en Fase Il en el cancer de mama, la quimioterapia metronémica desempefia un
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papel crucial como régimen asociado con agentes antiangiogénicos en el
tratamiento de este tipo de neoplasias “9,

Todos los promotores de la angiogénesis podrian ser bloqueados mediante el
uso de terapias con factores anti-angiogénicos especificos. La producciéon del
factor inducible de hipoxia tipo 1 (HIF-1) que desencadena la transcripcion
elevada de VEGF es uno de los objetivos principales de las terapias inhibidoras
de la angiogénesis. Sin embargo, el bloqueo de estos promotores comprende un
conjunto de mecanismos complejos y redundantes que aun no se conocen con
exactitud (1940),

5.5.3- Melatonina como terapia antiangiogénica en el cancer de mama.

Mediante sus acciones paracrinas, la melatonina, a través de intervenir en la
estimulacion de la diferenciacion de fibroblastos hacia adipocitos maduros,
podria reducir la formacion de colonias de fibroblastos indiferenciados que se
localizan rodeando las células epiteliales malignas. Con ello, se favorecerian los
procesos de adipogénesis, asi como la disminucién de la actividad de la enzima
Aromatasa presente en dichos fibroblastos y células adiposas, lo que conllevaria
a la reduccion de la expresion de citoquinas anti-adipogénicas y, por ultimo, a la
de citoquinas inflamatorias en los tejidos tumorales mamarios.

Una de las funciones mas conocidas de la melatonina es la accion que ejerce
reduciendo la produccion de PGE:z en las células tumorales, condicionando la
disminucién de la expresién de la Aromatasa tanto en los propios tejidos
tumorales, como en el tejido adiposo adyacente, mejorando la produccion de IL-
11 en las células cancerosas 2. La melatonina a través de la reduccion de la
accion angiogénica de VEGF consigue reducir la proliferacion de las células
endoteliales, la invasion, la migracion y la formacion de las estructuras tubulares
gue conforman la nueva red vascular que se produce en los tejidos neoplasicos.
Otro dato de especial interés es el hecho de que la presencia de melatonina en
el microambiente tumoral conlleva a una produccion disminuida de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que inducen dafio oxidativo en los tejidos (1042,
Debido a este hallazgo, se sugirié la hipotesis de que la melatonina podria ser
atil como agente radioprotector y anticanceroso, ya que dicha indolamina es
capaz de neutralizar de manera eficaz el radical hidroxilo (OH), que representa
hasta el 70% del dafio genémico inducido sobre las células expuestas a radiacion
de alta energia y que resulta devastador sobre los tejidos, alterando la
configuracion tridimensional del DNA y teniendo consecuencias negativas en
términos de iniciacion de la patogénesis neoplasica. Diversos estudios apoyan
la idea de que la capacidad mediante la cual la melatonina protege el DNA
nuclear del dafio inducido por las especies ROS es gracias a su capacidad para
ubicarse en el nlcleo celular y preservar intactos a los nucleétidos del ambiente
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perjudicial. Ademas de las acciones comentadas, la melatonina estimula la
liberacion de enzimas antioxidantes que eliminan los radiales libres e interviene
en los mecanismos que llevan a cabo la reparacion del DNA dafado. La
confluencia de estas acciones limitaria la capacidad de destruccion del DNA y
con ello los procesos de mutagénesis tumoral, reduciendo la probabilidad de
desarrollo neoplasico.

La combinacion de melatonina junto con una gran variedad de tratamientos
anticancerosos mamarios, como la doxorrubicina, ejerce efectos sinérgicos en la
destruccion de las poblaciones celulares cancerosas. Se han llevado a cabo
diversos estudios para documentar esta relacion positiva, combinando la
melatonina junto con trioxido de arsénico, puromcina, acido retinoico y
somatostatina. Como resultado, se observé que la adicibn de melatonina a
dichos compuestos favorecia los procesos de apoptosis en las células tumorales,
impedia los fendmenos de crecimiento celular en el cancer de mama MDA-MB-
231 e igualmente potenciaba el efecto de los agentes anticancerosos reduciendo
la viabilidad y el crecimiento celular tumoral en las neoplasias mamarias MCF-7.
Asi mismo, la combinacion de melatonina con la vitamina D3 estimulaba la
detencion del crecimiento celular en las células humanas afectadas de cancer
mamario. La relacidon sinérgica mas estudiada ha sido la existente entre la
doxorrubicina y la melatonina. En este caso particular, se estudio si el receptor
de potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1), el cual se trata de un canal
permeable al calcio regulado por la melatonina y controlado por el estrés
oxidativo, estaba implicado en los mecanismos de apoptosis celular mediados
por la accién conjunta de la melatonina y doxorrubicina. Para ello, se midieron
diferentes parametros tales como los niveles intracelulares de especies ROS, la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, las actividades de caspasa 9 y
caspasa 3y el grado de apoptosis celular obtenido. Como resultado, se concluy6
gue la adicion conjunta de los dos agentes (melatonina y doxorrubicina) obtenia
efectos beneficiosos superiores en comparacion con los efectos obtenidos con
los dos agentes por separado, debido a que la melatonina potenciaba las
acciones anticancerosas de la doxorrubicina debido a su papel regulador sobre
el canal TRPV1, conllevando con ello niveles de apoptosis celular neoplasica
mayores (19,

Es por todo ello que se puede afirmar que la melatonina es una hormona capaz
de reducir el numero de fibroblastos indiferenciados, inhibir los fenémenos
angiogénicos y conseguir alcanzar concentraciones menores de estrégenos
locales producidos en los tejidos mamarios como parte de los mecanismos
tumorales normales. A la vez que desarrolla estas acciones, funciona como
agente antioxidante y favorece la eliminacién de los radicales libres. También se
ha demostrado que actla como agente protector del DNA celular. Debido a
dichas acciones llevadas a cabo por esta hormona, podria ser contemplada
como parte de la terapia anticancerosa en el tumor mamario, teniendo efectos
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beneficiosos sobre la disminucion de la proliferacion y de la creacion de nuevos
vasos sanguineos, asi como sus acciones de inhibicion enzimatica sobre la
Aromatasa (10-3242),

5.5.4- Andrografélido como nueva terapia antiangiogénica en el cancer de
mama.

Debido a la gran incidencia y prevalencia que tiene el cancer de mama sobre la
poblacion mayoritariamente femenina en todo el mundo, es urgente desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas, asi como agentes anticancerosos mas efectivos
que logren mejorar la calidad de vida y supervivencia de estos pacientes, con
menores efectos secundarios. Actualmente, el manejo del cancer de mama
constituye todo un reto debido a la dificultad que supone el desarrollo de
tratamientos individualizados. Esto, sumado a la resistencia que oponen las
células mamarias cancerosas a los farmacos disponibles junto con la toxicidad
limitante de dosis, también podria obstaculizar el efecto terapéutico de dichas
técnicas e influir negativamente en el prondstico de los pacientes 2.

Uno de los hallazgos mas relevantes que se ha producido recientemente en
relacion con el descubrimiento de terapias anticancerosas ha sido el potencial
papel que juega la enzima COX-2 en la promocioén y desarrollo de la patogénesis
tumoral, especialmente en las neoplasias mamarias ¢4, Se ha visto que la
sobreexpresion de COX-2 en el microambiente tumoral es capaz de estimular la
proliferacion, la angiogénesis, la invasividad tisular, los procesos metastaticos e
incluso inhibir los fendmenos apoptéticos y la inmuno-vigilancia 314, Debido a
todo ello se podria concluir que la busqueda de agentes inhibidores de las vias
de sintesis y expresion de COX-2 serian un método terapéutico adecuado para
conseguir frenar la progresion del cancer de mama 243,

Histona acetiltransferasa p300 (HAT o p300), se trata de una enzima codificada
en humanos por el gen EP300, que puede desarrollar acciones como coactivador
transcripcional. Esta enzima es capaz de regular diferentes procesos celulares
tales como el crecimiento y la division, asi como intervenir en la prevencion del
crecimiento celular tumoral. Ademas, se ha comprobado que los niveles de
expresion de p300 son significativamente mayores en las células cancerosas en
comparacién con las células normales. Cabe también destacar el papel que
desarrolla p300 en su relacion con COX-2, actuando como un promotor de la
activacion de dicha enzima, por lo que la inhibicion de p300 podria inhibir el
efecto estimulante desencadenado por diferentes mediadores proinflamatorios
sobre la expresion de COX-2.

Andrografdlido o Andro, es una lactona diterpenoide que se ha venido usando
recientemente como parte del tratamiento de diferentes neoplasias, produciendo
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menores efectos adversos que con las terapias convencionales. Andro es una
molécula que posee diferentes acciones bioldgicas que son beneficiosas para
las personas, como puede ser la proteccion hepética, la proteccion frente al virus
VIH-1, efectos antimalaria, y propiedades antibacterianas y antiinflamatorias.
Diferentes ensayos clinicos han demostrado las acciones anticancerosas de
dicha molécula, desempefiando acciones inhibitorias sobre el crecimiento
tumoral mamario tanto in vitro como in vivo. Ademas, bloquea a HIF-1 y su
estimulacion sobre la via PI3BK/AKT, favoreciendo la detencion celular en fase
G1 de interfase, contribuyendo a la apoptosis celular.

En el estudio clinico llevado a cabo por Peng et al 2018 se evalué la respuesta
gue producian las células cancerosas cuando eran sometidas a la influencia de
Andro como parte de la terapia antineoplasica. Para llevar a cabo los distintos
experimentos, se emplearon diferentes lineas celulares como MDA-MB-231,
MCF-7, T4ATD, MDA-MB-361 y BT549 procedentes de canceres mamarios
humanos. También se utilizaron HUVECSs obtenidas a partir de venas umbilicales
humanas.

En primer lugar, se evaluaron in vitro los efectos que Andro ejercia sobre la
proliferacion tumoral mamaria en varias lineas celulares. Los resultados que se
obtuvieron sugerian, tal y como se refleja en el esquema 12-A de la figura inferior,
gue Andro conseguia inhibir de manera significativa la proliferacion celular
neoplasica en las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7, TATD, MDA-MB-361 y
BT549, siendo MDA-MB-231 el grupo celular mas sensible al tratamiento con
Andro, en comparacion con el resto de lineas celulares estudiadas (esquema 12-
B). El papel de Andro sobre la proliferacion celular tumoral también fue estudiado
mediante el andlisis con técnicas de citometria de flujo. Se pudo concluir que el
empleo de esta lactona era capaz de suprimir de manera notoria la proliferacion
de dos lineas celulares neoplasicas mamarias: MDA-MB-231 y MCF-7, lo cual
estareflejado en el esquema 12-C. Otro de los aspectos proliferativos estudiados
fue la capacidad de formar colonias de los diferentes grupos celulares. Se pudo
observar que la adicion de Andro a las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7
resultaba en una menor formacion de colonias, en comparacion con el resto de
lineas celulares no tratadas con Andro (esquema 12-D). Como conclusién de los
diferentes hallazgos obtenidos, se demostro que el empleo de Andro conseguia
significativos efectos anti-proliferativos en los diferentes grupos de células
cancerosas mamarias humanas.
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Figura 12.- Efectos del empleo de Andro sobre la proliferacién celular en células tumorales
mamarias humanas. Tomada de Peng et al. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research
2018. 37:248 3,

Como previamente se destac6 al comienzo del apartado, la sobreexpresion de
la enzima COX-2 se ha demostrado que es capaz de perpetuar la patogénesis
tumoral, favoreciendo los procesos de proliferacion e inhibicion de la apoptosis
celular en varios tipos de neoplasias (3242, En este estudio clinico, para evaluar
los efectos reguladores que Andro ejerce sobre la expresion de COX-2 en células
tumorales humanas, se examing, en primer lugar, los niveles de expresion de
COX-2 presentes en las diferentes lineas celulares que conforman el estudio. Se
pudo constatar que los niveles de esta enzima eran ligeramente superiores en el
grupo celular MDA-MB-231 en comparacion con el resto de lineas. El empleo de
tratamiento con Andro sobre esta linea celular consiguié reducir, tanto la
expresion proteica como los niveles de mMRNA de COX-2 de manera dosis-
dependiente (Figura 13). Dichos resultados sugieren la hipétesis de que Andro
podria suprimir la transcripcién de COX-2 a través de la inhibicion de la unién de
diferentes factores de transcripcidén a sus regiones promotoras. Para determinar
con mayor exactitud el papel regulador que ejerce Andro sobre las rutas de
sefalizacion de COX-2, el grupo celular formado por MDA-MB-231 fue
pretratado con un inhibidor selectivo de la enzima COX-2, Celecoxib (CB). Las
técnicas terapeéuticas basadas en el empleo uUnico de Celecoxib o Andro
mostraron diferentes efectos inhibitorios sobre la viabilidad celular, mientras que
el empleo de ambos agentes en combinacion no influydé de manera significativa
sobre la viabilidad celular, en comparacion con su empleo por separado. Tales
resultados sugieren que los efectos beneficiosos inhibidores de la proliferacion
celular que Andro ejerce sobre las células mamarias tumorales estdn mediados
a través de la regulacion de la actividad de la sefializacién de COX-2 “2),
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Figura 13.- Efectos del empleo de Andro sobre la expresién de COX-2 en las células
mamarias tumorales humanas. El esquema de la izquierda representa los efectos del
tratamiento con Andro en las diferentes lineas celulares. El esquema del centro refleja la
supresion de COX-2 mediante Andro a través de la inhibicién de la unién a diferentes
factores de transcripcidon. El esquema de la derecha indica los resultados obtenidos
mediante el tratamiento Unico con Andro o con Celecoxib. Tomada de Peng et al. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research. 2018. 37:248 “3),

Como es sabido, la sobreexpresion enzimatica de COX-2 se relaciona con el
incremento de los fendmenos favorecedores de la angiogénesis y podria
emplearse como un marcador celular de la invasividad tumoral en los carcinomas
mamarios (3243, Se postula que Andro podria tener efectos terapéuticos
beneficiosos sobre los procesos patologicos de formacién de nuevos vasos
sanguineos, interviniendo en la supresion de la angiogénesis, frenando el
crecimiento tumoral y la invasion tisular “3. Una de las estrategias terapéuticas
mas efectivas para detener la progresion metastasica tumoral y suprimir el
crecimiento de las neoplasias mamarias seria la inhibicion de los procesos
angiogénicos 2% En el estudio realizado por Peng et al 2018 se intento
comprobar esta hipétesis mediante el empleo in vitro de HUVECSs tratadas con
Andro. Los resultados que se obtuvieron revelaron moderados efectos
inhibitorios sobre la proliferacion celular de las HUVECs asi como ausencia de
efectos citotdxicos a bajas concentraciones (figura 14-A). La presencia del factor
VEGF induce la expresiéon de COX-2 en HUVECs mientras que Andro suprime
dicha expresién inducida por VEGF en la linea celular a estudio (figura 14-B).
También en este estudio se examinaron los efectos que Andro desempefia sobre
la inhibicién de la formacion tubular inducida por VEGF en HUVECSs a través del
empleo de un ensayo de formacion de tlbulos de angiogénesis in vitro “3, Al
tratarse de la principal molécula estimuladora de la formacion de nuevos vasos
sanguineos (23193243 \VEGF actlla mejorando las estructuras capilares
endoteliales en los grupos de células tumorales, en comparacion con lineas
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celulares no neoplasicas (figura 14-C). No obstante, este efecto favorecedor de
la patogénesis tumoral podria ser bloqueado mediante el uso de Andro de forma
dosis dependiente. Los diferentes resultados obtenidos parecen indicar que la
presencia de dicha lactona dafiaria de forma beneficiosa la formacion tubular
inducida por la presencia de VEGF en HUVECSs, derivandose de ello una menor
migracion celular y crecimiento tumoral.
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Figura 14.- Efectos del empleo de Andro sobre laangiogénesisinducida por VEGF.

Tomada de Peng et al. Jorunal of Experimental & Clinical Cancer Research 2018. 37:248
(43)

Para comprobar y establecer los efectos inhibidores de Andro sobre el
crecimiento y los procesos angiogénicos tumorales in vivo, se estableciéo un
modelo experimental empleando ratones con xenoinjertos de cancer de mama
humano. Al igual que ocurria en los modelos realizados in vitro, Andro consiguio
reducir de manera relevante tanto el volumen como el peso tumoral, en
comparaciéon con el grupo control no tratado con esta lactona. Para la
determinacién precisa de los mecanismos moleculares mediante los cuales
Andro ejerce sus acciones, a traves del analisis con técnicas
inmunohistoquimicas se determiné la expresion de los niveles de COX-2 en los
xenoinjertos de dichos ratones. Los resultados obtenidos mostraron una tincién
predominantemente positiva en los xenoinjertos de los ratones que conformaban
el grupo control, mientras que las intensidades de tincion de los xenoinjertos de
los ratones presentes en el grupo tratado con Andro fueron llamativamente mas
débiles. A esto se afiade el hecho de que los hallazgos observados mediante las
técnicas de analisis con Western Blot indicaban una supresion relevante de los
niveles de expresion enzimatica de COX-2 en los xenoinjertos tumorales que
habian sido tratados con Andro.
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Con el fin de evaluar los efectos que ejerce Andro sobre los fendbmenos
angiogénicos que intervienen en la patogenia tumoral, se estudio la densidad de
los microvasos sanguineos de nueva creacion empleando para ello la tincién
inmunoldgica de la molécula CD31 en los xenoinjertos tumorales con técnicas
de Western Blot y analisis mediante inmunofluorescencia. Al igual que en el resto
de los experimentos realizados, se vio que Andro ejercia efectos terapéuticos
beneficiosos frenado los procesos patoldgicos tumorales, en este caso concreto,
reduciendo el numero de microvasos y la densidad de los mismos a la vez que
reduciendo la expresion de los niveles de CD31 en las muestras tumorales
tratadas con dicha molécula. Por los resultados obtenidos, se podria sugerir que
Andro intervendria frenando el crecimiento tumoral al igual que los fendbmenos
estimuladores de la angiogénesis in vivo al igual que in vitro.

Como resultado del ensayo clinico al que hacemos referencia en este apartado,
se observo que la presencia de Andro actua sobre las células neoplasicas
mamarias humanas desempefando acciones inhibitorias sobre el crecimiento
tumoral tanto in vitro como in vivo. La interaccion de Andro sobre el
microambiente tumoral es capaz de suprimir el crecimiento celular patolégico a
la vez que inducir los procesos de apoptosis mediante la disminucion de la
expresion de COX-2 asi como la de su promotor en la linea celular formada por
HUVECs “¥. Por ello, se pueden inhibir los mecanismos responsables de la
angiogénesis en las células mamarias tumorales y con ello detener la
supervivencia, migracion, formacién tubular y proliferacion G2 43),

Los procesos por los que Andro induce los fendmenos de toxicidad sobre las
células mamarias tumorales estarian mediados a través de COX-2. En las
células MCF-7 es capaz de inducir su apoptosis gracias a la reduccién de la
expresion de moléculas derivadas del metabolismo de COX-2.

Debido a que COX-2 es un importante regulador de los mecanismos
angiogénicos que tienen lugar en la patogenia y desarrollo tumoral, si se inhiben
Sus acciones se podria conseguir la supresion de dichos fenébmenos junto con el
crecimiento celular, al mismo tiempo que inducir la apoptosis de las poblaciones
celulares afectadas “39. Esto sugiere que Andro actuaria ejerciendo acciones
beneficiosas mediante la supresion de la angiogénesis tumoral, disminuyendo la
supervivencia de las células tumorales, dificultando los procesos de migracion e
invasion tisular, el crecimiento tumoral, la formacién tubular y la diseminacién
metastasica 3.
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6.- CONCLUSIONES.

El cancer de mama constituye la neoplasia que mas frecuentemente afecta a las
mujeres de todo el mundo, alcanzando cifras tanto de prevalencia como de
incidencia muy elevadas. Por ello, entender sus mecanismos patogénicos es
prioritario de cara a desarrollar estrategias preventivas y/o terapéuticas que nos
permitan frenar la aparicion de esta enfermedad, o bien detener su avance y
agresividad una vez desarrollada.

Uno de los mecanismos centrales que interviene en la patogénesis tumoral es la
angiogénesis, ya que participa en una multitud de procesos diferentes, tales
como la progresion, el crecimiento o la invasion tumoral metastasica, todo ello
permitiendo la perpetuacion de las neoplasias en los diferentes 6rganos y tejidos
e incrementando su potencial de malignidad. Una de las moléculas clave
responsable de dichas acciones es VEGF junto con sus diferentes isoformas, las
cuales bajo condiciones favorables creadas por el microambiente tumoral
realizan acciones de neovascularizacion, facilitando el mantenimiento de los
procesos fisiopatolégicos cancerosos y el avance tumoral. Asi mismo, COX-2
constituye otra molécula de gran trascendencia, ya que se encarga de la
perpetuacion del estado inflamatorio tisular caracteristico de los tumores,
incrementando el aporte de oxigeno y nutrientes y por tanto permitiendo a las
poblaciones celulares neoplasicas el crecimiento y la progresion cancerosa.

Diversos estudios han comprobado la importancia que tiene la melatonina sobre
la angiogénesis tumoral y en particular sobre el cAncer de mama: esta indolamina
es capaz de disminuir la formacion de fibroblastos indiferenciados presentes
alrededor de las células epiteliales malignas en los tejidos mamarios
neoplasicos, asi como frenar la expresion de citoquinas como TNF- q, IL-6 e IL-
11 producidas por las células mamarias tumorales. Otra de sus acciones mas
relevantes es la menor activacion del promotor 1.7, lo que se traduce en una
menor expresion de aromatasa. Por tanto, la melatonina interviene en la
patogénesis tumoral mamaria, consiguiendo reducir la activacion celular
endotelial, la migracién tisular neoplésica, las concentraciones de estrégenos
presentes en los tejidos mamarios y los fendmenos facilitadores de la
angiogénesis como son la reduccion de la formacion tubular y la menor
activacion de VEGF. Estos hallazgos sugieren la hipotesis de que la melatonina
podria tener un gran potencial como agente anticanceroso en el tratamiento de
los tumores mamarios dependientes de estrogenos.

Otro punto a destacar en esta revisidbn es el papel de los Mi-ARN en la
carcinogénesis mamaria, los cuales se ocupan del control del desarrollo tumoral,
la diferenciacion celular, la invasién metastasica o los fendmenos angiogénicos.
Es particularmente destacable el papel de miR-140-5p, reduciendo Ila
proliferacion y el desarrollo celular, ademas de bloqueando la expresion del
factor VEGF-A, lo que se traduce en la detencion de la neovascularizacion tisular,
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y, €en consecuencia, en una menor progresion neoplasica en los tejidos
mamarios. Es por ello que podria llegar a considerarse como un biomarcador
tanto para el diagnostico como para el tratamiento de los tumores mamarios.

El empleo combinado de factores inhibidores de la angiogénesis junto con
regimenes quimioterapéuticos clasicos en el tratamiento de los tumores de
mama constituye una linea de investigacion actual. La accion conjunta de ambas
modalidades terapéuticas podria ofrecer mayores efectos beneficiosos, asi como
respuestas clinicas mas eficaces, en comparaciéon con la accion Unica de
quimioterapia convencional. Una de las moléculas mas recientemente
descubiertas con efectos antiangiogénicos de gran importancia ha sido
Andrografdlido: esta lactona, mediante la supresion de la via de sefalizacion de
VEGF junto con la reduccion de la expresion de la molécula pro-angiogénica
CO0X-2, reduciria los procesos de proliferacion celular y angiogénesis en los
tumores de mama. Sin embargo, aun se necesitan mas ensayos clinicos que
ayuden a determinar las caracteristicas particulares de los pacientes y de los
tumores, la dosis y los regimenes terapéuticos mas adecuados de cara a
optimizar estas nuevas estrategias terapéuticas y a confirmar sus potenciales
efectos beneficiosos.
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