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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de mortalidad del mundo actual. El gran
interés por descubrir nuevos mecanismos inherentes al inicio, desarrollo y progresion
de la neoplasia ha hecho que la investigacion tome un nuevo rumbo marcadamente
traslacional: el estudio del microambiente tumoral. Hasta ahora, los cambios en el
ambiente neoplasico se estudiaban gracias a los componentes que secretan las células
cancerigenas cultivadas in vitro, el secretoma. Sin embargo, la perspectiva actual se
encuentra orientada principalmente al estudio del intersticio, espacio comprendido entre
los 6rganos del cuerpo humano, y especialmente en la fase fluida del mismo. Es tal la
importancia que ha adquirido el intersticio que se ha llegado a considerar como un nuevo
organo. Ademas, los estudios que se han realizado hasta ahora remarcan la posibilidad
de emplear el fluido intersticial tumoral como una prometedora fuente de biomarcadores
gue permita el diagndstico de pacientes afectados por un cancer. En el presente trabajo
se ha llevado a cabo una revision bibliografica sobre la composicion y relevancia
funcional del fluido intersticial tumoral. Ademas, se han realizado andlisis comparativos
sobre la metodologia de obtencién y sobre la composicién proteica del fluido intersticial
de tres tipos de tumores con amplia incidencia en la actualidad. Con ello, se pretende
dilucidar el posible rol que desempefian las proteinas en la modulacién del
microambiente del tumor, hecho sumamente importante para desarrollar nuevas
terapias antineoplasicas dirigidas a frenar el crecimiento del tumor a nivel local y la

metastasis.



RESUM

El cancer és una de les principals causes de mortalitat del mon actual. L'interés per
descobrir nous mecanismes inherents a l'inici, desenvolupament i progressio de la
neoplasia ha portat a implementar una nova aproximacié amb caracter marcadament
traslacional: l'estudi del microambient tumoral. Fins ara, els canvis en l'ambient
neoplasic s'estudiaven gracies als components que secreten les cél-lules cancerigenes
cultivades in vitro, el secretoma. No obstant aix0, la perspectiva actual es troba orientada
principalment a l'estudi de l'interstici, espai compres entre els organs del cos huma, i
especialment en la fase fluida del mateix. Es tal la importancia que ha adquirit I'interstici
gue s'ha arribat a considerar com un nou organ. A més, els estudis que s'han realitzat
fins ara remarquen la possibilitat d'emprar el fluid intersticial tumoral com una
prometedora font de biomarcadors que millorin el diagnostic dels pacients amb cancer.
En el present treball s'ha dut a terme una revisié bibliografica sobre la composicio i
rellevancia funcional del fluid intersticial tumoral. A més, s’han realitzat estudis
comparatius sobre la metodologia d’obtencid i sobre la composicié proteica de tres tipus
de tumors amb amplia incidéncia. Amb aixo es pretén esbrinar el possible paper que
exerceixen les proteines en la modulacié del microambient del tumor, fet summament
important per desenvolupar noves terapies antineoplasiques dirigides a frenar el

creixement del tumor a nivell local i la metastasi.

ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the leading causes of death in the world. The great interest
in discovering new mechanisms, which are essential to the initiation, development and
progression of neoplasia, led to the commencement of a new translational approach: the
study of tumor microenvironment. Up till now, changes in neoplastic environment have
been mainly studied by describing the components secreted by in vitro cultivated cancer
cells, the secretome. However, the current perspective is focused on the study of the
interstitium, the space between organs of the human body, and especially its fluid phase.
Such is the importance of the interstitium that has been considered as a new organ.
Thus, current studies have drawn attention to the tumor interstitial fluid as a promising
source of biomarkers for diagnosis of patients affected by cancer. The present work is
focused on a bibliographic review of the composition and functional relevance of tumor
interstitial fluid. Furthermore, comparative studies regarding the methodology and
proteome analysis of broad incidence tumors have been performed. The aim of this
project is to elucidate the possible role played by proteins in the modulation of tumor
microenvironment. This issue may be relevant to the development of new antineoplastic

therapies in order to reduce local tumor growth and metastasis.



1. INTRODUCCION

El cancer es el segundo tipo de enfermedad que ocasiona mas muertes en el mundo
(Organizacion Mundial de la Salud, 2017), y se prevé que su incidencia aumentara
masivamente en las siguientes décadas (Instituto Nacional del Cancer, 2017). La
transformacién maligna de una célula se debe a la acumulacién sucesiva de una serie de
pequefios cambios en el material genético (mutaciones), y/o a la alteracion de los
mecanismos de regulacién y reparacién del dafio genético (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM), 2017), lo cual conduce al desarrollo de un tumor. Estos
cambios dotan a las células de nuevas caracteristicas, las cuales son imprescindibles
para mantener su supervivencia: inmortalidad debido a la pérdida de la inhibicién por
contacto, desdiferenciacién asociada con una pérdida de funcion, invasividad a tejidos
colindantes, metastasis a tejidos lejanos, proliferacion anormal y descontrolada, entre
otras. No hay que olvidar que las alteraciones genéticas también son producidas por
factores externos carcinogénicos de tipo fisico, quimico o biolégico (Organizacion
Mundial de la Salud, 2017). Es decir, existe una interaccioén subyacente entre todos los

elementos y esta contribuye en gran medida al establecimiento y desarrollo del cancer.

El nucleo del tumor reside en la célula madre cancerigena, responsable de iniciar y
mantener el tumor. Hasta hace pocas décadas, la tendencia de los tratamientos
antineoplasicos se dirigia especialmente a la destruccion de aquellas células
cancerigenas que se dividen frecuentemente (medicina tradicional o convencional). A
pesar de frenar el desarrollo del tumor y lograr la reduccion de su masa, estos
tratamientos no eliminan las células madre cancerigenas, lo cual promueve el reinicio del
tumor. Por tanto, una de las nuevas tendencias para evitar la resistencia innata y la
reincidencia del tumor es focalizar el tratamiento antineoplasico en la destruccion
especifica de las células madre cancerigenas (Crea, Duhagon, Farrar, & Danesi, 2011)

y, €n consecuencia, crear nuevas terapias personalizadas y dirigidas.

Por otro lado, es necesario recalcar que la inmensa mayoria de las estrategias y
tendencias actuales se dirigen al origen del problema: la célula cancerigena. Sin
embargo, no hay que olvidar que la transformacién maligna, el crecimiento del tumor, la
resistencia onco-farmacolégica y, principalmente, la invasion y la metastasis dependen

en gran medida del microambiente tumoral (Khawar, Kim, & Kuh, 2015).

El microambiente esta formado por el conjunto de células, moléculas y estructuras (vasos
sanguineos, matriz extracelular, etc.) que intervienen en el crecimiento y diseminacion
tumoral (Instituto Nacional del Cancer, 2018). En la definicién de microambiente juega un
papel muy importante el espacio intersticial o intersticio, puesto que es alli donde todos

los elementos que lo constituyen pueden establecer una gran red de interacciones. El
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intersticio, término que generalmente se aplica a los tejidos conectivos y de soporte del
cuerpo, se encuentra localizado fuera de los vasos sanguineos y linfaticos y de las células
parenquimales (Wagner & Wiig, 2015). Este espacio fisico comprendido entre células,
consta principalmente de dos fases: el fluido intersticial (IF) y las moléculas estructurales
gue componen la matriz extracelular (MEC).

La matriz extracelular forma una red tridimensional que engloba a todos los érganos,
tejidos y células del organismo. Este componente tiene funciones muy importantes, como
proteccion, nutricién, inervacion, angiogénesis, permite el establecimiento de
interacciones celulares e inmunoldgicas, fibrosis y regeneracion tisular, ademas de
proporcionar sostén mecanico de los tejidos y activar los mecanismos epigenéticos
celulares (Alvaro, Noguera-Salva, & Farifias-Guerrero, 2010). Una alteracion de las
propiedades fisicas de la matriz extracelular debido, por ejemplo, a una interaccién entre
los fibroblastos estromales y las células malignas, contribuye a la progresion del tumor
(Spill, Reynolds, Kamm, & Zaman, 2016).

El fluido intersticial contiene una gran cantidad de moléculas disueltas (nutrientes,
sustancias de desecho, proteinas, lipidos, enzimas, etc.) procedentes de las células o de
los procesos de intercambio que se llevan a cabo entre las células y los capilares
sanguineos, las cuales modulan la respuesta inmune (Wagner & Wiig, 2015). Es
destacable el hecho de que los procesos tumorales modifican la composicién del fluido
intersticial y alteran la dinAmica de las interacciones entre todos los elementos que lo
constituyen. Hasta ahora, este componente del microambiente no ha sido casi
considerado en los estudios. Sin embargo, el fluido intersticial tumoral refleja fielmente
las condiciones fisiologicas y patolédgicas del tejido afectado (Celis et al., 2004), hecho
mas que suficiente para convertirlo en uno de los principales focos de estudio en el ambito

de la clinica del cancer como una innegable fuente de biomarcadores.



2. OBJETIVOS

El contenido del presente trabajo se basa en una revision bibliografica que permita
estudiar todos aquellos aspectos inherentes a la temética tratada: el fluido intersticial

tumoral.

El primer objetivo es revisar en la literatura la importancia del microambiente celular, en
concreto, el fluido intersticial tumoral, para entender el comportamiento de las células

cancerigenas.

En segundo lugar, se pretende realizar un estudio comparativo de la composicion del
fluido intersticial en distintos tumores soélidos, e intentar correlacionar los cambios
observados con la agresividad tumoral y la metastasis, o la resistencia onco-

farmacoldgica.

Por altimo, se determinara si el tipo de metodologia de obtencién del fluido intersticial
tumoral influye en la composicion del mismo, hecho sumamente importante para afinar al

maximo el diagndstico del paciente.

3. METODOLOGIA EMPLEADA EN LA REVISION

La metodologia empleada en la busqueda de los articulos que contienen informacion
general y suficiente para caracterizar la tematica tratada, el fluido intersticial, se ha
realizado fundamentalmente en tres bases de datos: Web of Science, PubMed y Scopus.
Sin embargo, es necesario destacar que la mayoria de los articulos empleados en la

revision bibliografica han sido obtenidos a partir de las dos primeras bases de datos.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, en un principio la busqueda bibliografica
estaba dirigida a la caracterizacion general del fluido intersticial normal (NIF). No
obstante, lo que realmente interesaba es el fluido intersticial tumoral (TIF). Por ello, con
el objetivo de ampliar al maximo el marco de informacién disponible para realizar el
presente trabajo, se han realizado busquedas en diversas paginas web de organismos
oficiales como el Instituto Nacional del Cancer (NIH), Sociedad Espafola de Oncologia
Médica (SEOM), American Cancer Society (ACS), American Association for Cancer
Research (AACR) y el Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). En este
ultimo organismo citado, el motor de blsqueda se bas6 en localizar articulos de revistas
sobre el tema tratado a partir de las bases de datos bibliograficas del CSIC, en concreto
las revistas de Biomedicina (IME) y las revistas de Ciencia y Tecnologia (ICYT). Sin
embargo, no se tuvo practicamente éxito. Por ello, se utilizaron otros buscadores web de

articulos y revistas cientificas revisadas: BioMed Central (BMC), Future Medicine.



Durante todo el proceso de busqueda bibliografica se han empleado palabras clave y
sinbnimos para contextualizar la tematica tratada, como interstitial fluid (IF), tumor
interstitial fluid (TIF), microenvironment, metastasis, cancer, proteome analysis, etc.
ademas de utilizar directamente las siglas IF o TIF. Con el objetivo principal de afinar al
méaximo el numero de articulos relevantes encontrados, la bdsqueda no solo se ha
realizado en inglés, sino que, en algunas ocasiones, también se ha empleado el

castellano en bases de datos hispanas como la del CSIC.

Por otro lado, también es importante recalcar la necesidad de realizar diferentes
combinatorias entre las palabras clave empleadas, asi como la utilizacién de operadores
booleanos como AND, OR y NOT. Este tipo de estrategia de busqueda fue empleada en
las bases de datos mencionadas anteriormente para encontrar articulos cientificos
centrados en el TIF de un tipo de neoplasia concreta y que ademas, contuvieran listas
del proteoma tumoral de interés para el posterior trabajo de meta-analisis. Por ejemplo,
se introdujeron los términos TIF proteome AND breast cancer AND microenvironment

analysis.

Dado que el meta-analisis se encuentra orientado hacia tres tipos de comparaciones
(comparacion del mismo tumor, comparacion entre métodos de obtencién y comparacién
de tumores diferentes) de TIF de neoplasias malignas de pacientes, la busqueda
bibliogréfica se centrd en un primer momento en el cancer hepatocelular y en el cancer
de mama, destinando este Ultimo para la comparacién de las técnicas de obtencion de
TIF. Sin embargo, tras una exhaustiva busqueda de las listas de dichos articulos no se
logré encontrar ninguna relacionada con el cancer de mama y con otra técnica diferente
a la de elucién. Como ultimo recurso, se decidio buscar en las bases de datos de Google
Académico y PubMed introduciendo otros términos de busgqueda como human breast
cancer y variando la técnica de obtencion de TIF, asi como a partir de la bibliografia de
otros articulos empleados en la revision. Tras no obtener los resultados deseados para
la comparacion de las metodologias de obtencién, se decidié reorientar la blsqueda

hacia otro tipo de cancer comun en mujeres, el cancer de ovario.

La comparacién de las listas que contienen informacién sobre el proteoma tumoral se
realizé a partir de funciones especificas de Excel de deteccion de duplicados. Para ello,
se tuvo que unificar previamente el cédigo de acceso asociado a cada una de las
proteinas de la lista al de la base de datos de UniProt. Posteriormente, tras obtener un
namero de proteinas coincidentes en los tres tipos de comparaciones, se emplearon

diagramas de Venn para reflejar visualmente los resultados coincidentes.



Para finalizar el proceso de meta-andlisis se empled la base de datos de Gene Ontology
Consortium (GO) con el objetivo de caracterizar lo maximo posible el proteoma tumoral
coincidente de los tres tipos de cancer comparados (carcinoma hepatocelular, cancer de
ovario y cancer de mama) en relacion a los procesos bioldgicos, componente celular,
funcién molecular desempefiada, y vias del reactoma. Esta base de datos permite asociar
el listado de proteinas proporcionado al conjunto de proteinas humanas de referencia
gue se encuentran anotadas en los grupos de clasificacion mencionados anteriormente.
Para ello, se utilizo el sistema de clasificacion PANTHER de GO. El resultado de la
clasificaciébn muestra el porcentaje de proteinas del listado analizado que se esperaria
encontrar relacionado en cada proceso biolégico, celular, etc. Asimismo, también se
refleja el porcentaje de enriquecimiento en funcion de si el nimero de proteinas del listado
encontradas es superior (+) o inferior (-) a las esperadas, teniendo en cuenta siempre dos
parametros estadisticos: P-value y False Discovery Rate (FDR). Todo ello, permitié
plantear relaciones entre los proteomas tumorales del fluido intersticial, hecho que

contribuy6 a entender mas profundamente el desarrollo de los procesos neoplasicos.

4. RESULTADOS DE LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La busqueda del material bibliografico empleado para realizar el presente trabajo, ha
permitido demostrar la importancia del tema tratado hasta la actualidad, el fluido
intersticial tumoral. La Figura 1 muestra que el nimero de publicaciones cientificas sobre
este tema concreto ha sido creciente y continua a lo largo de los afios. Es necesario
destacar que existen publicaciones anteriores a 1990, sin embargo, no son muy

relevantes debido a que el nimero de publicaciones ha sido escaso e intermitente.
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Figura 1. Numero de publicaciones por afo especificas sobre “tumor interstitial fluid” (TIF)
descritas en la base de datos de Web of Science.



La relevancia cientifica o el factor de impacto cientifico-social de estas 167 publicaciones
especificas referidas a “tumor interstitial fluid” se puede justificar a partir del nUmero de
citas por afio (Figura 2) y a partir del indice-h. Este Gltimo parametro relaciona el nimero

de publicaciones con el nimero de citas, siendo en este caso de 37.

En contraste con lo anteriormente mencionado, la utilizacion de los términos “interstitial
fluid” AND tumor para la busqueda de publicaciones en Web of Science dio como
resultado un mayor nimero de publicaciones, en concreto 1330. Esto se debe a que estas
caracterizan unicamente el fluido intersticial y lo relacionan con las neoplasias, aunque
no tan especificamente como las referidas propiamente al fluido intersticial tumoral. Sin
embargo, es importante destacar que en la Gltima década el numero de publicaciones y

g
3]

Figura 2: Numero de citas por afio especificas sobre “tumor interstitial fluid” (TIF) descritas en la
base de datos de Web of Science.

citas anuales también aumenta de manera exponencial.
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Tal y como muestra la Figura 3, la mayoria de documentos publicados sobre el TIF se
corresponden con articulos y revisiones. No obstante, también se pueden encontrar otros
tipos de documentos sobre el tema (correcciones, capitulos de libros, notas, etc.), aunque

en menor medida.

TIPOS DE DOCUMENTOS
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Figura 3: Tipos de documentos especificos sobre “tumor interstitial fluid” (TIF) descritos en la base
de datos de Web of Science.



Casi la totalidad de las publicaciones empleadas para la caracterizacién general del fluido
intersticial pertenecen a la Ultima década, lo cual es bastante significativo. Hasta ahora el
estudio del secretoma constituia la principal linea de investigacion dirigida al andlisis del
microambiente de los procesos neoplasicos. Sin embargo, en este Ultimo periodo la
investigacion oncoldgica ha ampliado sus barreras y ha tomado un nuevo rumbo hacia la

deteccion de biomarcadores especificos en el fluido intersticial tumoral.

A pesar de este giro novedoso, cabe destacar que el proceso de busqueda de
publicaciones sobre el TIF de un tipo de neoplasia concreta ha sido costoso. Para facilitar
el proceso de busqueda y seleccién de los mismos, se realizaron consultas sobre los
tipos de cancer mas agresivos o en paginas web oficiales sobre cancer: SEOM, NIH, etc.
entre otras mencionadas en el apartado anterior. Asi pues, se escogieron tres tipos de
cancer para obtener las listas para la comparacién: carcinoma hepatocelular, cancer de

ovario y cancer de mama.

La basqueda de tres articulos que caracterizaran el fluido intersticial tumoral del
carcinoma hepatocelular se realizé inicialmente en la base de datos de Web of Science
empleando las palabras TIF hepatocelular carcinoma, y se obtuvieron 20 resultados. Sin
embargo, fue necesario acotar la busqueda, ya que la mayoria de ellos no contenian la
informacién deseada. Por ello, se introdujeron las mismas palabras clave en PubMed
obteniendo un maximo de 6 articulos. Dos de los tres articulos escogidos habian sido
publicados recientemente y de manera consecutiva (2016 y 2017), mientras que el
tercero era mas algo mas antiguo (2011). Ademas, es interesante destacar que dos de
los tres articulos seleccionados compartian practicamente la totalidad de los autores.
Estos dos aspectos mencionados son bastante relevantes puesto que, por un lado, las
publicaciones recientes subrayan la importancia social sobre este tipo de cancer,
mientras que, por otro lado, el hecho de tener en comuln tantos autores demuestra la gran

actividad del grupo de investigacion sobre este tipo de neoplasia.

La comparacién de la efectividad de las técnicas empleadas en la obtenciéon del fluido
intersticial tumoral, se centr6é en un primer momento en el cancer de mama. Sin embargo,
se descart6 este tipo de comparacion de métodos en el cancer de mama ya que todos
los estudios localizados habian sido realizados con el método de elucion, y el Unico que
se encontrd sobre microdidlisis se efectud en ratones. A pesar de utilizar diferentes
combinatorias en los términos de busqueda (human interstitial fluid AND breast cancer,
etc.) asi como diversas bases de datos (Web of Science, Google Scholar) no se
obtuvieron los resultados deseados. En consecuencia, se reorientd la busqueda
bibliografica hacia el cancer de ovario. En PubMed se introdujeron las palabras tumor

interstitial fluid AND ovarian cancer proteome analysis, obteniendo 120 resultados que



permitieron escoger los dos articulos mas relevantes descritos con técnicas distintas.
Cabe destacar que ambos estudios se realizaron el mismo afio (2011), hecho que
contribuye positivamente en la comparacion, pues permite comparar la eficacia de la

técnica empleada dentro del mismo marco temporal.

5. CONTENIDO DE LA REVISION

El espacio intersticial o intersticio comprende un microambiente altamente dinamico, ya
gue contiene multitud de elementos, tanto en su fase liquida como en su fase sélida. La
gran preocupaciéon generada por una de las enfermedades mas actuales, el cancer, ha
hecho que la investigacion cientifica tome un nuevo rumbo hacia la identificacion de

posibles biomarcadores tumorales en este microambiente.

El presente trabajo se centra en la caracterizacion de la fase liquida del intersticio, y
especialmente, en el fluido intersticial tumoral (TIF). En primer lugar, se describiran las
propiedades fisicas junto con la composicién del mismo para poder comprender su rol en
la regulacion de los procesos que gobiernan la homeostasis del organismo, centrando
mas adelante su estudio en los procesos neoplasicos. Seguidamente, se detallaran las
técnicas de aislamiento y obtencion del TIF, y finalmente se llevara a cabo una

comparacion a nivel proteico de diversos tipos de cancer.

5.1. CARACTERIZACION DEL FLUIDO INTERSTICIAL NORMAL Y TUMORAL

5.1.1. Propiedades fisicas y formacién

Las propiedades de la pared capilar, la presién hidrostética y la concentracion de
proteinas en los vasos sanguineos y el intersticio (Wagner & Wiig, 2015) son factores
clave que explican los principios basicos de la dindmica de intercambio de fluidos y, en
consecuencia, la formacion del fluido intersticial. Asimismo, el intercambio de fluido a
través de la membrana semipermeable capilar depende principalmente de dos fuerzas
opuestas: la presion hidrostéatica (que promueve la salida del fluido de los capilares) y la
presién osmotica coloidal o presién oncoética (que se opone a la salida de fluido). Todos
estos factores pueden verse reflejados en la ecuacion que formul6 Starling hace mas de

un siglo:
Jo=Lp-A-(P.—Piy)—o0-(COF, — COPy)
Donde Jy representa la capacidad de filtracion neta (volumen de flujo de fluido); L, hace

referencia a la conductividad hidraulica capilar; A es el area superficial disponible para la

filtracion; Pc. y Pi son las presiones hidrostaticas capilar y del fluido intersticial,



respectivamente; o es el coeficiente de reflexion osmoética capilar; COP. y COPj

representan las presiones coloidales u oncéticas capilar e intersticial, respectivamente.

Sin embargo, la ecuacion de Starling puede verse afectada en procesos inflamatorios y
tumorales debido al gran dinamismo que existe en el microambiente de los mismos.
Comprender las variaciones de los términos que intervienen en la ecuacion de Starling y
las causas de las mismas, es fundamental para definir nuevos tratamientos
farmacoldgicos, modificar los actuales o mejorar su suministro. Se sabe que Pji es el
principal factor que determina la formacion del fluido intersticial, y ademas, este juega un

papel sumamente importante en los procesos anteriormente citados.

Del mismo modo, las diferencias en la estructura y la fisiologia de los capilares normales
y tumorales, y la falta de drenaje linfatico en el tumor permiten explicar los siguientes
hechos. La apariciéon de edema en procesos de lesion e inflamacion tisular es una
consecuencia directa de la reduccion de Py, la cual se encuentra asociada a la
desnaturalizacién del colageno (Wiig & Swartz, 2012). En relacién a este ultimo aspecto,
es interesante destacar que tanto las integrinas 31 de unién al colageno, especialmente
las integrinas a231 y a11p1, como PDGF-BB juegan un papel esencial en la regulacién
fisiologica del estado inflamatorio y de Pir. En cambio, los tumores sélidos presentan un
incremento notable en la Pi; (10-40 mmHg) en comparacion con los tejidos sanos de piel
y muasculo (-2 a 0 mmHg). Igualmente se ha observado un incremento no homogéneo de
la presion TIF en el centro del tumor respecto a la periferia, hecho que dificulta la entrada

por conveccién de los farmacos antineoplasicos (Khawar et al., 2015).

Por otra parte, Pir juega un papel importante en el proceso de angiogénesis. Las células
del endotelio tumoral forman nuevos vasos anormales y alteran el comportamiento de los
pericitos. Estos pericitos disfuncionales depositan componentes de la matriz extracelular
en la region perivascular, generando una membrana basal defectuosa (Baronzio, Parmar,
Baronzio, & Kiselevsky, 2014). Ademas, la produccion de factores pro-angiogénicos
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores vasoactivos como la
bradicinina, 6xido nitrico y peroxinitritos, y la disposicién no jerarguica de los nuevos
vasos formados promueven la permeabilizacion del endotelio vascular tumoral v,

consecuentemente, incrementan el volumen de TIF.

Asimismo se puede afirmar que en los procesos tumorales, la estructura y el contenido
de la matriz extracelular pueden verse modificados. En este sentido, las células tumorales
destruyen la matriz extracelular prexistente, pero a su vez promueven la formacion de
una nueva matriz alterada que modifica las propiedades del intersticio. Estos cambios
son imprescindibles para iniciar el proceso de metéstasis, pues permiten la movilidad de

las células cancerigenas hacia una nueva localizacién, ademas de modificar la Pi.



5.1.2. Composicién y proteoma

El intersticio, espacio comprendido entre las células y la membrana de los vasos
sanguineos y linfaticos, se compone principalmente de una fase fluida (IF) y de moléculas
estructurales insolubles que forman la matriz extracelular (MEC). Cada una de estas
fases esta formada por diferentes elementos y sustancias que definen, inevitablemente,

el microambiente.

Por un lado, la fase fluida contiene proteinas plasmaticas y electrolitos, ademas de otras
sustancias producidas localmente. Por otro lado, la MEC consta de elementos que
intervienen en la modulacién de las propiedades biomecéanicas del intersticio (soporte
estructural, elasticidad, control de la presion osmdtica, etc.) como glicosaminoglicanos
(GAGSs), redes de colageno y diversas proteinas (proteinas de adhesion, elastina,
trombospondinas y lamininas) (Wiig & Swartz, 2012).

No obstante, como es de esperar, la composiciéon y estructura del intersticio varia en
procesos patolégicos y tumorales, y ademas, esta también depende del tipo de érgano o

localizacion anatdmica del mismo.

5.1.2.1. Importanciade los componentes no celulares en el intersticio tumoral como

biomarcadores

Los GAGs (acido hialuronico, dermatan sulfato, condroitin sulfato, heparina, heparan
sulfato y queratan sulfato) aportan una importante carga negativa al intersticio, modulan
el pH del mismo, restringen el flujo de IF y mantienen el gradiente de concentracion de
morfégenos y factores de crecimiento (Wiig & Swartz, 2012). Todos ellos, a excepcion
del &cido hialurénico, se encuentran inmovilizados en el intersticio y pueden combinarse

con proteinas para formar proteoglicanos (PGs).

Es interesante destacar que la accién promotora o supresora de tumores de los PGs
depende de varios factores: el tipo de GAG, la proteina asociada, la localizacion
anatémica, y del tipo, estadio y grado de diferenciacion del tumor (Fjeldstad & Kolset,
2005). Esta accién moduladora de los PGs se sustenta en la capacidad de promover el

cambio de estructura y organizacion de la MEC y, en especial, de las redes de colageno.

La MEC tumoral presenta una gran cantidad de colageno, cuya produccién se ve
estimulada por las células tumorales, al igual que de hialuronano, siendo este altimo el
responsable de promover la invasividad y la transicion epitelio-mesénquima. Sin
embargo, no es comdn encontrar elastina en la mayoria de tumores, a excepciéon de
tumores malignos de las glandulas salivares, algunos tumores intestinales y carcinoma
de mama (Wiig & Swartz, 2012).
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Asimismo, en el intersticio tumoral es comun encontrar productos de degradacion parcial
de la MEC, como por ejemplo matrikinas, las cuales proceden de la degradacion de
elastina y de la membrana basal de colageno. Estos fragmentos peptidicos regulan
procesos fisioldgicos, como la cicatrizacion de heridas, y promueven la invasion tumoral
y la angiogénesis (Baronzio et al., 2012). El incremento de la permeabilidad vascular
debido a la pérdida de albumina permite encontrar otros biomarcadores tumorales en el
intersticio neoplasico: vesiculas de exosomas, microparticulas, péptidos sefial,
microRNA, y lipidos.

Fluid flow

Capillary

Fib

rehlast

Fluid flow (+7)

 xcqllagen VEGF-C/D, VEGF-A, FGF,

QOther growth factors,

Macraphage
Hyaluronan Tumor cell

Figura 4: Componentes principales del intersticio normal (A) y tumoral (B). Interrelaciones
establecidas entre los diversos elementos que modulan el microambiente. Los simbolos “+” y “”
hacen referencia al efecto que ejercen dichos elementos del microambiente en cuanto a la
estimulacion o inhibicion de la linfangiogénesis.(Wagner & Wiig, 2015).
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5.1.2.2. Importancia del componente celular en el intersticio tumoral

Tal y como se observa en la Figura 4, la composicion del intersticio normal y tumoral es
similar en cuanto a los elementos principales que lo constituyen. Sin embargo, los
procesos tumorales se caracterizan principalmente por su gran dinamismo, es decir,
existe también una gran participacion de diversos componentes celulares que
proporcionan soporte a las células cancerigenas y ademas, permiten definir el pronéstico
del paciente (Wagner & Wiig, 2015).

No hay que olvidar que muchos de los componentes celulares estan involucrados en la
remodelacién de la MEC tumoral, hecho imprescindible en los procesos de invasion,

metastasis y angiogénesis.

Los macrofagos participan activamente en los procesos de inflamacion y regeneracion
de tejidos vy, por tanto, contribuyen en la homeostasis del organismo. Sin embargo, para
gue puedan desarrollar completamente su funcién deben pasar de un estado de reposo
a un estado activo y, consecuentemente diferenciarse hacia los tipos M1 o M2. Esta
diferenciacién se desencadena como respuesta a la presencia de diferentes moléculas

especificas que se encuentran en el microambiente.

Por un lado, el fenotipo M1 se encuentra inducido gracias a la presencia de INF-y y
lipopolisacarido (LPS), permitiendo a los macrofagos producir otras moléculas
relacionadas con funciones antitumorales, proinflamatorias y microbicidas. Por otro lado,
IL-4 e IL-13 son las moléculas responsables de inducir el cambio de los macréfagos hacia
el tipo M2, los cuales secretan moléculas antiinflamatorias como IL-10, TGF-B que les
permiten desarrollar funciones como la regeneracion de tejidos y la angiogénesis. Sin
embargo, el cambio de fenotipo de M1 a M2 también puede estar propiciado por procesos
como la fagocitosis de células apoptéticas (Ochoa-Carrillo & Bravo-Cuellar, 2013), asi
como por la interaccién bidireccional subyacente de los macréfagos y el intersticio tumoral
(Wagner & Wiig, 2015).

La presencia de actividad M1 o M2 de los macr6fagos asociados al tumor (TAMs) permite
determinar el pronéstico del paciente, siendo este favorable cuando los TAMs poseen el
fenotipo M1 y desarrollan una actividad antitumoral secretando INF-y, IL-1 e IL-6. No
obstante, se ha observado que en diversos procesos neoplasicos, como sucede en el
cancer de mama, ovario, cérvix, prostata, pulmén y melanoma (Ochoa-Carrillo & Bravo-
Cuellar, 2013) los TAMs adquieren predominantemente una actividad antiinflamatoria
(M2) y por tanto, el prondstico empeora ya que producen factores proangiogénicos como
VEGF-A, factor de crecimiento epidérmico (EGF), potentes inmunosupresores como la

prostaglandina E2, IL-8, catepsinas, serina proteasas y metaloproteinasas (MMPs) de
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tipo 1, 2, 3, 9y 12 que contribuyen al progreso tumoral. Ademas, se sabe que los TAMs
promueven la linfangiogénesis, que parece estar correlacionada positivamente con la
tolerancia inmunologica (Wiig & Swartz, 2012), no solo estimulando la division de las
células de los vasos linfaticos cuando se incorporan a la lamina endotelial, sino también
a nivel molecular debido a la produccion de VEGF-C y VEGF-D (Ochoa-Carrillo & Bravo-
Cuellar, 2013).

Otra poblacién celular importante para definir el prondstico favorable del paciente son los
linfocitos T CD8*, los linfocitos T CD4" y los linfocitos T citotdxicos infiltrantes del tumor
(TILs). Sin embargo, la accion antitumoral linfocitaria se ve anulada debido a la presencia
de células supresoras derivadas de células mieloides (MDSCs). Por un lado, las MDSCs
producen enzimas como la arginasa (ARG1) y la 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2) para
suprimir la activacion de los linfocitos T CD8* mientras que, por otro lado, son capaces
de inducir el cambio de fenotipo a M2 de los TAMs (Wagner & Wiig, 2015).

Por ultimo, cabe destacar la importante funcién que desempeifian los fibroblastos en los
procesos tumorales, denominandose dentro de este contexto como fibroblastos
asociados a cancer (CAFs). Ademas, estos tienen una gran plasticidad, puesto que su
diferenciacién a un fenotipo mas contractil (miofibroblasto) en los procesos neoplasicos
es dependiente de la presencia de TGF-B. Su importancia radica en que estos son
responsables de modular la composicién de la MEC alterando su dinamismo y
reorganizaciéon: incrementan la secrecion de proteinas de la MEC, MMPs, factores
angiogénicos como VEGF y citoquinas protumorales (Wiig & Swartz, 2012). Como
consecuencia directa de la participacion de los mismos, se crea un tipo de reaccion de
feedback positivo que contribuye en la formacion de un estroma reactivo que, tal y como
se ha mencionado anteriormente, recuerda en gran medida a las respuestas inflamatorias
(Wiig, Tenstad, Iversen, Kalluri, & Bjerkvig, 2010).

5.1.3. Diferencias locales en 6rganos del fluido intersticial normal

Tal y como se ha comentado anteriormente, la composicidn y estructura del intersticio
varia en procesos patolégicos y tumorales. Ademas, también es l6gico esperar que estas
presenten diferencias segun el tipo de érgano o localizacion anatémica del mismo. El
creciente interés sobre el microambiente tumoral ha permitido localizar suficientes
articulos para caracterizarlo a nivel protedbmico, sin embargo, seria interesante encontrar

datos relevantes sobre el fluido intersticial normal (NIF) especifico de diversos érganos.

A pesar de la intensa busqueda de informacion que se ha realizado sobre el NIF, no se
han encontrado las publicaciones deseadas, salvo una publicaciéon del afio 1964

elaborada con modelos animales (Gullino, Clark, & Grantham, 1964). Sin embargo, este
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estudio contiene datos interesantes ya que, por un lado, su objetivo se centra en la
comparacion del medio normal y tumoral de poblaciones celulares para establecer
diferencias y relaciones entre el TIF, el flujo sanguineo, el NIF subcutaneo, el fluido
peritoneal y la linfa; y por otro lado, la comparativa no solo se centra a nivel proteémico,
sino que ofrece otro amplio enfoque sobre las propiedades del fluido intersticial (color,
viscosidad, contenido de glucosa, &cido lactico, urea, aminoacidos, etc.).

5.2. TECNICAS DE OBTENCION DEL FLUIDO INTERSTICIAL TUMORAL

El contenido de los vasos linfaticos puede parecer un buen candidato para el analisis de
sus constituyentes, ya que su composicion representa con gran similitud el
microambiente del fluido intersticial. Sin embargo, no se puede tener en cuenta debido a
la pérdida de funcionalidad del drenaje de los vasos linfaticos en el tumor (Wagner & Wiig,
2015). No obstante, el estudio del fluido intersticial permite determinar, de manera
cuantitativa y cualitativa, la presencia y ausencia de diversos componentes en el
microambiente normal y tumoral que permitan explicar minuciosamente el estado

fisiologico del paciente.

La utilizacion de la técnica mas adecuada para cada tipo de neoplasia permitira hallar de
forma mas répida y precisa biomarcadores especificos de aquel proceso neoplasico,
explicar las diferencias de agresividad entre subtipos tumorales, entender el desarrollo y

progreso tumoral y, en consecuencia, adjudicar un tratamiento concreto.

5.2.1. Métodos de obtencion de TIF in vivo

Las primeras técnicas empleadas para aislar el TIF fueron el método del globo o balloon
method, que determina la presién del tejido y la presiéon TIF, el método de la aguja o
también denominado método microcapilar, y el método de la capsula. Con este ultimo
método se puede determinar la variacion de la composicion del TIF a medida que el tumor

se desarrolla (Baronzio et al., 2014).

El método de microdialisis, empleado originalmente para aislar IF de muestras de cerebro
(Wagner & Wiig, 2015), se fundamenta en introducir un microcatéter en el tejido tumoral
por el cual circula un liquido a baja velocidad. La punta del microcatéter esta formada por
una membrana semipermeable con un cutoff de peso molecular de 20-100 kDa, la cual
permite la difusion pasiva de las sustancias presentes en el TIF (muchas de ellas
producidas por el propio tumor) recogiéndolas en el liquido dializado, que posteriormente
son separadas y analizadas mediante cromatografia liquida (LC) y espectrometria de
masas, respectivamente. Sin embargo, hay que tener especial cuidado en este método

con la recogida de macromoléculas, ya que su concentracion en el dializado es muy baja,
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y por tanto no representativa. Ademas, se debe tener presente que la introduccion del
microcatéter desencadena una reaccion inflamatoria que altera inevitablemente el

contenido del IF recogido.

Tabla 1: Otras posibles técnicas de obtenciéon de TIF in vivo (Wiig et al., 2010).

METODO PRINCIPAL

EMPLEADO APLICACION VENTAJAS DESVENTAJAS OBSERVACIONES
Medicion de la Medicic Sangrado, dafio La implantacion cronica
. - i edicion o . :
Wick method = presion oncéticay directa celular, reaccion es mas representativa
tumoral en el tejido inflamatoria que la aguda
Capilar de Recoleccién de IF imol Recolecmo? de Lejlclio FfreTen((:jla de z_altos
vidrio similar a edema Simple sano, vascular y de los niveles de enzimas
margenes del tumor intracelulares

La Tabla 1 muestra otros tipos de métodos que son factibles para obtener IF. No obstante,
el método mas utilizado para conseguir IF in vivo es el de la ultrafiltracion capilar porque
es simple, permite ahorrar tiempo, es apto para obtener moléculas muy pequefias, y la
concentracion de proteinas tumorales recogida refleja fielmente la concentracion de las
mismas en el tejido (Wagner & Wiig, 2015). En esta técnica, la extraccion del IF o TIF se
basa en aplicar una presion negativa a una sonda (Baronzio et al., 2014), la cual posee
una membrana con un cutoff molecular de 400 kDa que permite la recogida de proteinas

gue constituyen el secretoma (Wiig et al., 2010).

5.2.2. Métodos de obtencion de TIF a partir de muestras de tejido fresco

Es comun emplear el método de centrifugacion para obtener biomarcadores proteicos
representativos del TIF de tumores ovaricos metastasicos 0 no metastasicos y tumores
inflamatorios (Baronzio et al., 2014), asi como para el analisis del secretoma tumoral. Sin
embargo, es necesario destacar que el hecho de someter un tejido biopsiado con alto
contenido en colageno a altas fuerzas G restringe la eliminacién de macromoléculas (Wiig
& Swartz, 2012), por tanto esta técnica no es apta para todos los tejidos. Ademas, es
necesario validar la composicion del fluido intersticial obtenido para descartar la posible

presencia de contaminantes celulares.

El método de elucion del tejido tiene especial interés para aislar TIF, ya que permite
realizar un buen analisis protedmico a partir de una gran variedad de muestras de tejidos.
Esta técnica se fundamenta en cortar en pequefios fragmentos el tejido biopsiado,
lavarlos e incubarlos con un buffer salino (PBS) durante el tiempo requerido y finalmente
centrifugar el contenido. El principal problema que puede tener esta técnica radica en la
dudosa procedencia de los péptidos y proteinas a analizar, puesto que el hecho de cortar
el tejido tumoral puede liberar componentes intracelulares que contaminen el fluido
recogido (Wagner & Wiig, 2015).
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La ultima técnica destacada para analizar TIF es la cromatografia liquida capilar acoplada
a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), pudiendo ser empleada para
detectar la presencia de contaminantes, como proteinas intracelulares, en el TIF obtenido
de muestras de tejidos por alguno de los métodos descritos anteriormente, ya sean in
vitro o in vivo. Con este método se ha realizado un interesante estudio a partir de
muestras congeladas y no congeladas de uno de los canceres femeninos mas letales, el
carcinoma de ovario (Haslene-Hox et al., 2011) que se utilizara posteriormente en el

meta-andlisis.

5.3. COMPARACION PROTEICA

La incansable busqueda de una solucién para la cura del cancer ha generado un nuevo
enfoque en la investigacion cientifica: la identificacion de biomarcadores proteicos
especificos en el intersticio tumoral. Esta aproximacion, marcadamente traslacional, ha
surgido de la combinacion de técnicas de la proteémica y la bioinformatica, pues ambas
permiten analizar en profundidad los procesos neoplasicos, ofrecer un diagnéstico
temprano y acertado del paciente, y ademas promover el desarrollo de farmacos

especificos.

Hasta ahora, las investigaciones apuntaban hacia la identificacion de posibles
biomarcadores tumorales en plasma/suero y otros fluidos biolégicos (liquido ascitico,
linfa, aspirados mamarios, etc.). Indudablemente, este objetivo se ha conseguido. Sin
embargo, la complejidad que caracteriza a dichos fluidos dificulta en gran medida la
busqueda de nuevos biomarcadores. El TIF, como medio de comunicacién entre las
células de los tejidos y 6rganos afectados y la circulacion sanguinea y linfatica, contiene
moléculas especificas que no solo son secretadas por las células tumorales, sino que
también proceden de células estromales y del sistema inmunitario, componentes de la
MEC, etc. Ademas, este rico microambiente acaba con el problema de la baja
especificidad y sensibilidad que se obtenia tras analizar los otros fluidos biolégicos, ya
gue las proteinas asociadas al proceso neoplasico no se encuentran tan diluidas en el
TIF. No obstante, no hay que olvidar que esta nueva aproximacioén clinica puede

completarse con el andlisis de los fluidos anteriormente mencionados.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, se han escogido tres de los canceres mas
frecuentes y con elevados indices de mortalidad en los que se analizara el contenido
proteico tumoral presente en sus respectivos fluidos intersticiales. En primer lugar, se
realizara el estudio comparativo de tres TIF de carcinoma hepatocelular para comparar
temporalmente la evolucién de la técnica de obtencion del TIF. En segundo lugar, se
comparard la efectividad en la obtencion de posibles biomarcadores proteicos utilizando
dos TIF de carcinoma de ovario obtenido mediante dos técnicas diferentes. Por ultimo,
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con el objetivo de identificar biomarcadores comunes que puedan justificar metéstasis,
agresividad, etc., se realizara una triple comparacion del proteoma tumoral de los dos
tumores solidos analizados y el cancer de mama, todos ellos obtenidos a partir de la

misma técnica.

Es importante destacar que, actualmente no se ha realizado ningun estudio comparativo
similar (ni en relacion a las técnicas, ni entre TIF de diferentes procesos neoplasicos),
sino que Unicamente se han llevado a cabo andlisis protedmicos comparativos entre NIF
u otros fluidos y TIF de una neoplasia concreta. Por lo tanto, los resultados y conclusiones
obtenidos en el meta-andlisis son significativos dentro del contexto del analisis del

microambiente tumoral.

5.3.1. Evolucion temporal de la técnica

El carcinoma hepatocelular (HCC) se considera el cancer hepatico de origen primario con
mayor tasa de mortalidad en el mundo, menos del 50% de los pacientes sobreviven en
un marco temporal de 5 afios. La apariciéon de este tipo de tumor maligno, que afecta a
personas adultas de ambos sexos, se encuentra altamente relacionada con pacientes

gue presentan cirrosis o hepatitis B y C cronicas.

Hasta ahora, la deteccion temprana de la patologia neoplasica se ha llevado a cabo
mediante la identificacién de niveles elevados de ciertos biomarcadores en plasma/suero,
principalmente alfa-fetoproteina (AFP) y des-gamma carboxiprotrombina (DGP). Sin
embargo, estos biomarcadores no permiten discriminar HCC de las otras patologias
hepaticas no neoplasicas. Esto repercute de manera negativa, ya que en muchas
ocasiones el cancer se encuentra muy avanzado y cuando este se detecta, el prondstico

del paciente es poco favorable e irreversible.

Teniendo en cuenta estos aspectos, se pretenden encontrar biomarcadores proteicos
especificos en el TIF que permitan discriminar sin ninguna duda la patologia neoplasica
descrita. En la Figura 5, se compara el perfeccionamiento de la técnica de elucién para
la obtencion de TIF de tres listas diferentes en funcién de la cantidad de posibles

biomarcadores coincidentes en un determinado margen temporal.

En la primera lista que se utilizé para la comparacién se emplearon muestras de TIF y
NIF de 8 pacientes con HCC (Hsieh et al., 2011). Ademas, es necesario destacar que en
esta los autores emplearon primero dos técnicas protedmicas cuantitativas (2D-DIGE y
arrays de anticuerpos) para detectar la expresion proteica diferencial, y seguidamente la
espectrometria de masas para la identificacion de dichos biomarcadores detectados
(MALDI-TOF). No obstante, los dos articulos restantes, (Sun et al., 2016) y (Zhang et al.,

2017), empleaban técnicas prote6micas mas actuales. Ambos utilizaron la técnica del
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iTRAQ, fraccionamiento por LC y finalmente andlisis por MS/MS. El articulo publicado en
2016 emple6 muestras de TIF y NIF de 6 pacientes con HCC y iTRAQ de 4-plex, mientras
que en el mas reciente se analizaron muestras de TIF y NIF de 16 pacientes con iTRAQ
de 8-plex.

HCC1 6 HCC2 228 HCC 3

69 PROTEINAS 2439 PROTEINAS 3629 PROTEINAS

2011 2016 2017

Figura 5: Diagrama de Venn lineal en el que se muestra la evolucion temporal de la técnica de
elucion en la obtencion de muestras de TIF de HCC. Las listas de TIF comparadas proceden de
los articulos citados a continuacién: HCC 1 (Hsieh et al., 2011), HCC 2 (Sun et al., 2016), HCC 3
(Zhang et al., 2017).

Es importante reclacar que antes de realizar las comparaciones fue necesario refinar la
lista de proteinas de TIF correspondiente al afio 2011 (contenia inicialmente 104
proteinas tumorales), ya que algunas isoformas de la misma proteina estaban
identificadas con el mismo cddigo alfa numérico de UniProt y por tanto aparecian como

duplicados.

En cuanto a los resultados que se muestran en la Figura 5 cabe destacar que cada
estudio posterior contiene practicamente la totalidad de proteinas tumorales del anterior.
En concreto, el estudio correspondiente al 2016 contiene casi la totalidad de proteinas
tumorales (98’6%) de las del estudio de 2011, y mas de la mitad de las del 2017 (62'5%).

Finalmente, con el objetivo de facilitar las comparaciones posteriores sobre TIF de
diferentes canceres, se llevé a cabo la comparacién conjunta de los tres listados de
proteinas de TIF de HCC analizados. De esta manera, se generd un nuevo listado de
HCC que contiene Unicamente las 67 proteinas coincidentes. Los resultados de dicha

comparacion se muestran visualmente en el diagrama de Venn (Figura 6).
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HCC1

59 PROTEINAS

67

HCC 3 2268 HCC 2

35620 PROTEINAS 2439 PROTEINAS

Figura 6: Diagrama de Venn en el que se muestran las proteinas coincidentes entre los tres
listados de TIF de HCC. Las listas de TIF comparadas proceden de los articulos citados a
continuacion: HCC 1 (Hsieh et al., 2011), HCC 2 (Sun et al., 2016), HCC 3 (Zhang et al., 2017).

5.3.2. Metodologia de obtencién del TIF

El cancer epitelial o carcinoma de ovario, neoplasia ginecolégica maligna mas letal, ocupa
la sexta posicion en el ranking mundial (Asociacion Espafiola Contra el Cancer, 2018).
Aunque se detecta comunmente en mujeres de edad media no es extrafio encontrarlo en
mujeres jovenes, cuya supervivencia se encuentra estrechamente influenciada por el tipo
histologico (seroso, adenocarcinoma, mucinoso y germinal). La deteccion temprana de
esta neoplasia a partir de muestras de TIF es un reto que contribuird a mejorar tanto la

supervivencia como la calidad de vida de las mujeres afectadas.

La Figura 7 muestra el nimero de proteinas comunes de TIF de carcinoma de ovario
obtenidos por dos técnicas diferentes, elucion (Hoskins et al.,, 2011) y centrifugacion
(Haslene-Hox et al., 2011). Ambos articulos emplearon muestras de tejido tumoral sin
necrosis o inflamacién aparente, y las pacientes no recibieron quimioterapia ni
radioterapia. Asimismo, el procedimiento protedmico de andlisis empleado en ambos fue
LC-MS/MS.

En relacion a los resultados obtenidos en la comparacion, se observa que en ambos
métodos coinciden un nimero relativamente alto de proteinas tumorales (284 proteinas).
Sin embargo, esta cantidad supone un porcentaje de proteinas coincidentes de solo el
50% (elucién) y del 37% (centrifugacion). Sorprendentemente, se obtiene una mayor
cantidad de proteinas tumorales en el TIF obtenido por centrifugacion, a pesar de que la

técnica de elucion sea la mas descrita por la literatura y utilizada en los estudios.
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ELUCION 284 CENTRIFUGACION
569 PROTEINAS 768 PROTEINAS

Figura 7: Diagrama de Venn en el que se muestran las proteinas coincidentes entre los tres
listados de TIF de carcinoma de ovario. Las listas de TIF comparadas proceden de los articulos
citados a continuacion: elucion (Hoskins et al., 2011) y centrifugacion (Haslene-Hox et al., 2011).

5.3.3. Carcinoma hepatocelular, cancer de ovario y mama

El cancer de mama es el principal tumor maligno que causa la muerte de miles de
mujeres, tanto en Espafia como a nivel mundial (Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM)., 2017). Es crucial, pero insuficiente, realizar diversos estudios de
deteccion temprana (mamografia, ecografia, etc.) en mujeres que presentan ciertos
factores de riesgo. Por tanto, el desarrollo de nuevos métodos mas sensibles que
complemententen las pruebas mencionadas contribuye a frenar la progresion del cancer
en dichos grupos. En patrticular, se propone el andlisis del microambiente tumoral como

principal estrategia de screening.

Con el objetivo de determinar si existen proteinas del fluido intersticial tumoral comunes
gue justifiquen la persistencia del cancer o incluso una posible metastasis, se analizaron
tres listas de TIF obtenido por elucién de las neoplasias malighas seleccionadas: cancer
de mama (Gromov et al., 2010), carcinoma de ovario (Hoskins et al., 2011) y carcinoma
hepatocelular. Tal y como se mencioné en el apartado 5.3.1., la lista de TIF de esta Ultima
neoplasia contiene Unicamente las proteinas tumorales comunes a los tres HCC
anteriormente analizados. Asimismo, es conveniente mencionar que fue necesario
eliminar las variantes de proteinas repetidas de la lista de TIF de cancer de mama (que
conteina inicialmente 110 proteinas) para evitar errores durante la comparacién que
conllevarian a una mala interpretacion de los resultados. En la Figura 8 se muestra el

resultado tras la comparacién de dichas listas.
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CARCINOMA
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67 PROTEINAS
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CANCER DE 68 CARCINOMA
MAMA DE OVARIO

95 PROTEINAS 560 PROTEINAS

Figura 8: Diagrama de Venn en el que se muestran las proteinas coincidentes entre los tres
listados de TIF obtenidos por elucién de tres canceres diferentes. Dos de las listas de TIF
comparadas proceden de los articulos citados a continuacion: cancer de mama (Gromov et al.,
2010) y carcinoma de ovario (Hoskins et al., 2011). Se empled la lista de TIF de carcinoma
hepatocelular generada tras la comparacion de los tres listados de TIF del apartado 5.3.1.

Es interesante destacar que las 12 proteinas comunes representan un 12'5%, 2’1% y
17’9% de proteoma tumoral comun en el cancer de mama, carcinoma de ovario y
carcinoma hepatocelular, respectivamente. No obstante, como es de esperar, este
porcentaje se incrementa al analizar por separado dos de los tipos de cancer. Por
ejemplo, las 68 proteinas coincidentes de los dos canceres ginecolbgicos representan un
70’8% del total de proteinas del cancer de mama (96 proteinas) y un 12% del total en el
carcinoma de ovario (569 proteinas). EI mismo criterio comparativo se puede aplicar al
resto de combinaciones restantes: 14’6% y 20'9% entre cancer de mama y HCC, y 779%

y 67°2% entre carcinoma de ovario y HCC, respectivamente.

Tabla 2: Lista de las 12 proteinas coincidentes en los tres tipos de canceres analizados.

UniProt entry Protein name
P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1
P60709 Actin, cytoplasmic 1
075874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
P30101 Protein disulfide-isomerase A3
P60174 Triosephosphate isomerase
P30041 Peroxiredoxin-6
P78417 Glutathione S-transferase omega-1
P32119 Peroxiredoxin-2
Q06830 Peroxiredoxin-1
000299 Chloride intracellular channel protein 1
P06753 Tropomyosin alpha-3 chain
Q14019 Coactosin-like protein
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Finalmente, se analizaron las 12 proteinas comunes a los tres tipos de canceres
estudiados (Tabla 2) con el objetivo de determinar si estas desempefian funciones claves
generales o especificas en el proceso de transformacion, invasion, resistencia onco-
farmacologica, etc. Para ello, se empled la herramienta PANTHER de la base de datos
de Gene Ontology Consortium y se clasificaron en funcién de su proceso bioldgico,
componente celular, funcion molecular y vias de reactoma en las que participan. En la
Figura 9 se muestran Unicamente los resultados estadisticamente significativos de dicha
clasificacion (FDR < 0°05).

A Homo sapiens (REF) ypload 1 (Hierarchy ) NEW! @)

PANTHER GO-Stim Molecylar Function 3 £ cpected Fold Enrichment =/- ApwPyvalue EDR
antioxidant activity 35 4 02 > 100 . 492E-09  9.45E-07
peroxidase activity 25 3 0 > 100 . 4.60E-07  441E-05
oxidoreductase activity 503 4 29 13,84 - 141E-04 9.03e-03
B Homeo sapiens (REF) upload 1(V Hierarchy NEW! Q’)

PANTHER GO-Slim Cellular Component = 2 expected Fold Ennchment +/- raw P valye FOR
actin cvtoskeleton 203 3 A2 2591 - 1.50E-04  1.22€-02
C Homo sapiens (REF) upload 1 (V Hierarchy NEW! ':i")

Reactome pathways - 2 egxpected Fold Ennchment =/- raw P valye FDR
Detoxfication of Reactive Oxygen Species 32 3 02 > 100 - 9.16E-07 1.82E-03

Figura 9: Clasificacion de las 12 proteinas coincidentes en los tres tipos de cancer analizados
segun la base de datos de Gene Ontology Consortium, en cuanto a la funcién molecular (A),
componente celular (B) y vias de reactoma (C). Solo se muestran los resultados estadisticamente
significativos (FDR < 0°05).

En relacion a los resultados obtenidos de la clasificacién (Figura 9), es interesante
mencionar varios aspectos. En primer lugar, se destaca la ausencia de resultados
estadisticamente significativos en relacion a los procesos biolégicos en los que pueden
estar involucradas las proteinas coincidentes. En segundo lugar, las proteinas comunes
en los tres tipos de cancer muestran un alto grado de enriguecimiento, especialmente

aquellas con actividad peroxidasa, antioxidante y detoxificadora de ROS (> 100).
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6. DISCUSION

6.1. Evolucion temporal de la técnica

En primer lugar, es interesante destacar que la evolucién temporal de la técnica de
elucion es muy positiva ya que, en un margen temporal de tan solo 6 afios se han
conseguido identificar 52’6 veces mas proteinas presentes en el microambiente tumoral.
Probablemente, este hecho no se debe tanto a la técnica empleada en la obtencién de
TIF (elucién), sino a la mejora tan significativa de las técnicas protedmicas de
procesamiento y andlisis de las muestras. Es decir, inicialmente se utilizaba la
electroforesis bidimensional combinada con la espectrometria de masas (articulo 2011),
gue se basa en separar las proteinas por electroforesis, recortar y digerir con una
proteasa los spots que contienen las proteinas de interés hasta obtener péptidos, los
cuales son analizados mediante MS. Sin embargo, las nuevas técnicas proteémicas
empleadas (iTRAQ y LC-MS/MS) permiten ahorrar los pasos de separacién previa de las
proteinas, simplificar el procedimiento de identificacion y analizar todo el conjunto

proteico, tal y como describen los articulos de 2016 y 2017.

En segundo lugar, los resultados obtenidos de la comparacion temporal de las tres listas
de HCC son los esperados, ya que cada articulo que se ha publicado posteriormente
engloba casi la totalidad del conjunto proteico del anterior. En concreto, el articulo
publicado en 2016 incluye un 97°1% de las proteinas tumorales del articulo de 2011 (69

proteinas) y un 62'5% de las proteinas totales del articulo de 2017 (3629 proteinas).

Un Ultimo aspecto a mencionar respecto a la evolucion temporal es que en los dos
articulos mas recientes sobre HCC, la mayoria de los autores son comunes. Este hecho
aporta un valor afiadido a la comparacion, pues muestra el interés del grupo por identificar
nuevos biomarcadores de la neoplasia estudiada. Ademas, en un periodo de apenas un
ano se han identificado un 32’8% (1190 proteinas) mas de proteinas tumorales utilizando
la misma técnica proteémica mencionada (iTRAQ y LC-MS/MS). Si bien, cabe resaltar
gue la identificacion de estas 1190 nuevas proteinas en 2017 se puede deber,
probablemente, a las diferencias prote6micas existentes en el equipo empleado para el
analisis de las muestras de TIF. En el articulo del 2016 se empleé el espectrometro de
masas MALDI-TOF/TOF 5800, sin embargo fue necesario tratar previamente las
muestras procedentes de la cromatografia liquida; mientras que en el del 2017 se utilizé
un espectrémetro de masas mas novedoso, Q-Exactive HF (Orbitrap), que al operar con

la fuente de ionizacién de electrospray acaba con el problema de tratamiento previo.

Por tanto, la utilizacion de un tipo de equipo u otro influye significativamente en la cantidad

de proteinas identificadas en el TIF. Aunque aparentemente el mejor equipo sea el del
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articulo de 2017 dado el gran nimero de proteinas identificadas, es necesario valorar la
complejidad que podria suponer el analisis posterior de los resultados.

6.2. Metodologia de obtencién del TIF

Es importante recordar que existen numerosas técnicas que pueden ser aplicadas para
la obtencién del fluido intersticial tumoral, aunque las dos técnicas mas empleadas en la
obtencién del TIF de carcinoma de ovario son elucion y centrifugacion. Curiosamente, no
se ha encontrado ningun articulo durante la revision donde hagan estudios comparativos
del rendimiento de estas dos técnicas. Es por ello que en este trabajo se ha realizado
esta comparativa a partir de los datos presentes en la literatura. Se queria responder una
cuestion basica: ¢qué grado de coincidencia hay en la composicién proteica del TIF de

un mismo tipo de tumor obtenido por elucién o centrifugacion?

En primer lugar, los resultados obtenidos en la comparacion muestran que ambas
técnicas permiten obtener un alto nimero de proteinas en el microambiente tumoral (569

empleando la técnica de elucién y 769 en la de centrifugacion).

En segundo lugar, cabe destacar la sorprendente diferencia entre ambos métodos. Con
la técnica de centrifugacién se han conseguido identificar 200 proteinas (26%) mas que
con la de elucidn, a pesar de que esta Ultima sea la méas utilizada en todos los estudios
bibliograficos consultados. Este hecho se puede explicar por la cantidad de pasos
intermedios que se tienen que realizar para obtener finalmente el fluido intersticial. Por
un lado, la técnica de elucién requirié cortar las piezas quirdrgicas en pequefios trozos
hasta obtener entre 0'25-0’50 gramos de tejido, lavarlas 5 min con 5 mL de PBS e
incubarlas en 1 mL de PBS durante 1 h a 37°C. Tras 2 min de centrifugacion a 1000x g
para eliminar los restos celulares, se guardé el sobrenadante obtenido a — 80°C. Por otro
lado, las muestras de TIF que se obtuvieron empleando la técnica de centrifugacion
fueron directamente centrifugadas 10 min a 106x g, y el fluido, sin restos de células

sanguineas, se almacen6 a — 80°C.

Esta evidente diferencia entre los protocolos de ambas técnicas repercute
indudablemente en el rendimiento del proceso de obtencién del TIF, ya que a medida que
se incrementan los pasos el rendimiento disminuye. Por una parte, el TIF obtenido por
elucién se encuentra bastante diluido, por lo que seria necesario aplicar mas pasos para
concentrarlo; y ademas, el hecho de trocear previamente la muestra de tejido suele
ocasionar dafio celular excesivo que produce un cambio en la composicion del TIF. Por
otra parte, la técnica de centrifugacion evita el posible dafio celular centrifugando a bajas

fuerzas G. Sin embargo, esto puede ocasionar una separacion insuficiente de los

24



componentes y, COmo consecuencia, un enriguecimiento innecesario de las muestras de

TIF con otros componentes.

En tercer lugar, la baja coincidencia de proteinas tumorales entre ambas técnicas (284
proteinas) que muestran los resultados analizados también se puede ver justificada por
los aspectos discutidos anteriormente. Ademas, hay que afiadir un aspecto obvio, aun
siendo el mismo tipo de tumor los datos de elucion y centrifugacion provenian de
pacientes distintos, y por tanto con diferencias en el fondo genético. Por tanto, para
establecer un estudio comparativo fiable seria necesario comparar la misma muestra,
dos piezas del mismo tumor, con los dos métodos. Actualmente, este tipo de experimento

se lleva a cabo en el grupo de ciclo celular con tumores escamosos de piel.

A modo de conclusion, las diferencias encontradas entre ambos métodos son suficientes
para determinar qué tipo de técnica seria la mas 6ptima o recomendable para la obtencion
del TIF. Esto sera determinante para ofrecer un diagndstico adecuado del paciente
afectado. Sin embargo, no se debe olvidar que los métodos de obtencion de TIF
dependen del tipo de tejido u 6rgano afectado por la neoplasia, y no es aconsejable
ofrecer una técnica general para el mismo. Por tanto, en un futuro seria conveniente

realizar un estudio extensivo de este tipo con diferentes tipos de cancer.

6.3. Carcinoma hepatocelular, cancer de ovario y mama

Los resultados de la triple comparacion entre diferentes tipos de cancer son, cuanto
menos, sorprendentes. Existen 12 proteinas tumorales comunes en los tres tipos de
cancer analizados, las cuales se corresponden con unos porcentajes de proteina total del
2'1% en el caso del carcinoma de ovario, 12'5% en el cancer de mama y 17'9% en el
carcinoma hepatocelular. Este hecho es remarcable ya que, por un lado, indica que el
resto de proteinas que no coinciden a la vez en los tres son especificas de cada tipo de
cancer, mientras que por otro lado, es probable que estas 12 proteinas jueguen un papel

crucial y basico en el desarrollo del cancer como tal.

Con el objetivo de dilucidar este Ultimo aspecto mencionado, se analizaron estos 12
resultados en base a diversos criterios de clasificacion de la base de datos de Gene
Ontology Consortium y PANTHER (funcibn molecular, componente celular, proceso
bioldgico y vias de reactoma). Los resultados de la clasificacion son los esperados,
puesto que la mayoria de las proteinas tumorales identificadas tienen actividad
enzimatica. En concreto, la clasificacion segun funcién molecular desempefada y
posibles vias de reactoma, muestra que muchas de ellas poseen actividad antioxidante,
peroxidasa y oxidorreductasa. Estas funciones son absolutamente esenciales, ya que las

células cancerigenas son capaces de reprogramar su metabolismo, superactivandolo,
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con el objetivo de proliferar continuamente. Este hecho provoca la creacion de un estroma
reactivo, el cual contiene multitud de especies reactivas de oxigeno (ROS) que, aunque
son necesarias para promover el tumor activando oncogenes y desactivando genes
supresores de tumores (Gémez Quiroz, 2008), su exceso debe ser neutralizado por estas
proteinas para permitir la supervivencia celular. Por tanto, también es I6gico encontrar
una relacion vinculante entre los resultados de clasificacién segun funcion molecular y

vias de reactoma.

Concretamente, las peroxirredoxinas 1, 2 y 6 adquieren mucha importancia en el
desarrollo de los procesos neoplasicos por diversas razones. La peroxirredoxina 1
protege al ADN del dafio oxidativo y de posibles mutaciones, se encuentra
sobreexpresada en multitud de canceres, y en carcinomas concretamente se ha
comprobado que desempefia una funcion inhibitoria de la apoptosis. El hecho de que
estas proteinas sean comunes en los tres tipos de cancer comparados y que también
estén presentes en otros estudios de canceres agresivos (Li, Wang, Zhang, Wang, &
Cheng, 2013), confirma su rol esencial en los procesos neoplasicos malignos y aporta un
valor afiadido al estudio de carcinoma de ovario analizado (Haslene-Hox et al., 2011),

pues en este resaltan la peroxirredoxina 1 como biomarcador tumoral.

En cuanto al componente celular, 3 de las 12 proteinas comunes identificadas en los tres
tipos de cancer forman parte del citoesqueleto de actina: Actin, cytoplasmic 1 (actina y
proteina relacionada con la actina), tropomyosin alpha-3 chain (proteina motora de unién
a actina), coactosin-like protein (proteina no motora de unién a actina). El citoesqueleto
de actina adquiere una gran importancia en los procesos celulares, pues participa
activamente en fenémenos de divisién celular, adhesién y migracién. Por tanto, el hecho
de encontrar estas proteinas clave en el TIF confirma la capacidad de invasion y

metastasis en los procesos carcinogénicos.

Otro aspecto destacable de la comparacién es que el cancer de mama comparte 68
proteinas tumorales (70’8%) con el carcinoma de ovario. Este resultado es esperado, ya
gue, segun la literatura, estos canceres se encuentran bastante relacionados,
especialmente si ambos son de tipo hereditario. Por tanto, es de esperar que la
coincidencia del proteoma tumoral del carcinoma hepatocelular (gastrointestinal) con una
de las dos neoplasias restantes sea bastante menor. Esto se cumple con TIF de cancer
mama, pero no con el de ovario: el carcinoma hepatocelular comparte un 67°2% de su
proteoma con el carcinoma de ovario, y un 20'9% con el cancer de mama. Estos
resultados son sorprendentes, ya que a la hora del analisis se tiene en cuenta que son
canceres primarios. Si bien, es cierto que en el caso de una posible metastasis, los

primeros o6rganos afectados son el higado, el pulmén y el hueso. Por tanto, no se puede
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descartar que algunas de las muestras TIF de los pacientes analizados estuviesen en un

estadio con un grado determinado de invasion.

6.4. Perspectivas futuras

Debido a la gran importancia que esta adquiriendo la busqueda de nuevos biomarcadores
tumorales a partir de fuentes prometedoras como el TIF, seria interesante realizar
estudios sobre TIF de los principales 6rganos y tejidos que sufren metastasis primaria.
Con ello, se conseguiria aclarar el papel de los biomarcadores implicados en invasion

tumoral y evasion del sistema inmunitario.

Asimismo, otra futura perspectiva seria la comparacién del fluido intersticial de una
neoplasia maligna estudiada, por ejemplo el carcinoma de ovario, con otra de tipo
benigno, como el leiomioma (Ura et al., 2017). De esta manera, podrian encontrarse
nuevas dianas farmacolégicas, ya que no solo se identificarian los biomarcadores que

contribuyen en un proceso neoplasico maligno sino también en los benignos.

Por dltimo, seria conveniente identificar otros componentes de tipo no proteico presentes
en el microambiente tumoral a partir de una aproximacion metabolémica o lipidémica.
Asi, se podria dilucidar el papel que estos desempefian en el proceso neoplasico, hecho
gue permitiria establecer posibles relaciones entre todos los elementos presentes en este

complejo ambiente.
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