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RESUMEN

Interaccidon entre las bacterias intestinales y el cancer de mama sensible a las hormonas
El cuerpo humano estd habitado por billones de microorganismos que pueblan principalmente el
tracto gastrointestinal (TG). Estos microorganismos son cada vez mas reconocidos como actores
importantes en la salud y la enfermedad (como el cancer), asi como en la respuesta a diferentes
terapias. Los microorganismos intestinales (Ml) pueden estudiarse recogiendo muestras fecales, lo
gue proporciona una imagen en tiempo real de las bacterias de nuestro intestino. Este proyecto
dilucidard el impacto de las composiciones de los microorganismos intestinales con el metabolismo
de los estrogenos (estroboloma) y el desarrollo del cdncer de mama en mujeres con receptores



hormonales positivos (RH+) posmenopdusicas. Para lograr nuestros objetivos, estudiaremos la
correlacién de los microorganismos intestinales con la clinica y el estilo de vida. Utilizaremos una
aplicacion de teléfono moévil (WAKAMOLA) para monitorizar periédicamente el estilo de vida de
cada mujer. Todos estos datos se integraran mediante herramientas de inteligencia artificial, lo que
nos permitird identificar a las mujeres en riesgo y ofrecerles recomendaciones dietéticas, cambios
de estilo de vida mas saludables y opciones de tratamiento mas eficaces.

1. ANTECEDENTES:
Microbiota humana:

El tracto gastrointestinal alberga mas de 1.000 especies bacterianas diferentes, y se calcula que el
numero de bacterias que transportamos asciende a 1011 por gramo de contenido luminal [1,2]. La
composicion de la microbiota del tracto gastrointestinal refleja variables del huésped, como el modo
de administracion, la genética, la dieta, la ingesta de alcohol, la exposicion ambiental, farmacos
como antibidticos y terapias contra el cancer [3,4]. Los avances en la secuenciacién del ARN
ribosdmico 16S (ARNr) y la bioinformatica permiten, actualmente, estudiar la funcion y la
composicion del microbioma bacteriano, asi como evaluar el conjunto de sus genes (conocido como
el metagenoma) [5,6].

Los seres humanos y los microbios han desarrollado conjuntamente una compleja e intrincada
relacion que beneficia al huésped y permite a la microbiota intestinal prosperar en un equilibrio
mutuamente ventajoso. Las alteraciones del microbioma se han asociado a enfermedades
inflamatorias, autoinmunes y malignas [7,8]. Un desequilibrio patolégico de la comunidad
microbiana, conocido como disbiosis, puede promover la oncogénesis e inducir la progresion
tumoral, asi como influir en las respuestas a las terapias contra el cancer y en los perfiles de toxicidad
de los agentes citotéxicos [9,10]. El microbioma intestinal humano es activo y funcional, y ejerce
efectos tanto a nivel local como a larga distancia que incluyen mensajeros metabdlicos, hormonales
e inmunoldgicos [11,12] . Por lo tanto, las interacciones huésped-microbio pueden influir en la
carcinogénesis a través de mecanismos como la induccién de respuestas genotodxicas, la alteracién
del microambiente, el metabolismo y la inflamacién crénica [13,14].

El microbioma incluye un estroboloma:

Plottel y Blaser definen al "estroboloma" como "el conjunto de genes bacterianos entéricos cuyos
productos son capaces de metabolizar estrogenos " [1] . Los estrogenos (E) circulan en la sangre en
forma libre o unida a proteinas y ejercen diversos efectos bioldgicos. Los E parentales se someten a
un metabolismo hepatico de primer paso que da lugar a metabolitos cuya potencia hormonal y vida
media varian [2]. En el higado, los E y sus metabolitos se conjugan y se excretan en la bilis, las heces
y la orina [3-5]. Sin embargo, aproximadamente el 65% del estradiol, el 48% de la estrona y el 23%
del estriol se recuperan en la bilis [6]. Los E conjugados hepaticamente excretados en la bilis pueden
ser desconjugados por especies bacterianas con actividad B-glucuronidasa , sulfatasa y B-
glucosidasa en el intestino, lo que conduce a su reabsorcion en la circulacién [7,8]. Estas actividades
enzimaticas pueden ser moduladas por la dieta y por el contexto bacteriano [9,10]. El papel de estas
actividades enzimaticas bacterianas en el riesgo de cancer de mama (o en la reduccidn del riesgo)
no se ha explorado.



Un estroboloma enriquecido en actividad deconjugadora de hidroxiesteroides bacterianos puede
contribuir a la modulacidon de la interconversidn de formas conjugadas de estrégenos, asi como de
moléculas androgénicas y farmacos, todo ello relevante para el entorno estrogénico general del
huésped [11]. Asi pues, el alcance de las funciones enzimaticas del estroboloma puede ir mas alla
de la funcidn de desconjugacion.

Exposicién a estrégenos y riesgo de cancer de mama (CM):

El subtipo mas frecuente de cancer de mama (CM) expresa receptores hormonales (RH+) y afecta a
mas del 70% de las pacientes [1]. Se prevé que la incidencia de tumores invasivos HR+ aumente
entre un 2 y un 4% anual hasta 2030 entre las mujeres posmenopausicas [1]. Los Estrégenos (E) son
reconocidos como un factor importante en la etiologia de los CM RH+, desempefiando una funcion
significativa en la iniciacién y promocion del crecimiento tumoral [2,3]. La relacién entre los
metabolitos E y los estrégenos parentales se ha asociado al riesgo de cancer de mama
posmenopdausico. El riesgo aumenta con niveles circulantes mas altos de E [4,5].

El microbioma modula los niveles de E circulantes, comentado anteriormente [5-8]. La edad, la dieta,
el alcohol, asi como varios factores ambientales a lo largo de la vida se han relacionado de forma
independiente con el riesgo de cancer de mama, y todos ellos tendrian un gran impacto en el
estroboloma.

Hemos postulado que, un estroboloma enriquecido en enzimas que favorecen la desconjugacion
promoveria la reabsorcién de Estrégenos libre y, por tanto, aumentaria la carga relativa total de
estrogenos, contribuyendo potencialmente al riesgo y la promociéon de neoplasias malignas de
origen hormonal como el CM el hormono- dependiente (RH+)/receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano negativo (HER2-).

Ademas, es probable que la composicidén bacteriana del estroboloma se vea afectada por factores
especificos del huésped como la edad, el origen étnico, las influencias ambientales, la dieta, el
alcohol, el peso, las terapias anticancerigenas y el uso de antibidticos, que pueden ejercer presiones
selectivas sobre las poblaciones bacterianas y podrian participar en el mecanismo molecular del
cancer de mama. Los patrones de abundancia de la enzima B-glucuronidasa, y potencialmente de
otras enzimas presentes en el estroboloma (B-glucosidasa, sulfatasa, etc.), estan relacionados con
los fenotipos del metabolismo de los farmacos y pueden predecir las respuestas individuales de las
pacientes a los agentes endocrinos.

En conclusidn, las interacciones entre el microbioma intestinal y el CM inducido por estrégenos son
cada vez mayores, y esperamos que nuestra investigacion identifique aspectos y mecanismos
distintivos del microbioma intestinal que puedan utilizarse para desarrollar enfoques novedosos
para la evaluacidn del riesgo, la prevencidn y la terapia del cancer de mama HR+.



2. OBIJETIVOS:
Objetivo primario:

e Demostrar que las diferencias en los niveles séricos de estrogenos entre pacientes con
cancer de mama y controles sanos estan relacionadas con alteraciones en la
diversidad/abundancia del estroboloma.

Objetivos Secundarios

e Estudiar los mecanismos por los que la microbiota intestinal actla y regula el desarrollo y
progresién del cancer de mama hormono-dependiente (CM RH+).

e Dilucidar el mecanismo por el cual la microbiota intestinal actia y regula la respuesta
inmune innata en CM RH+.

e Mediante la aplicacién "Wakamola", un chatbot creado por la UPV para teléfonos maviles,
estudiaremos el estilo de vida, comportamiento social, actividad fisica, dieta, etc. de forma
continua en pacientes y controles (Fig 1).

Figura 1: Captura de pantalla del
menu principal y la seccion de dieta
de Wakamola.
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e El objetivo final es generar un algoritmo para la prevencion, diagndstico y prondstico de
la CM HR+.

Se realizara una integracion de datos dmicos experimentales, cuestionarios de estilo de vida
y dieta, datos demograficos y clinicos mediante deep y machine learning (herramientas de
inteligencia artificial) (Fig.2).
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Figura 2: “OMICs Integration “considera a los pacientes como un todo y capta los mecanismos

biolégicos.

3. POBLACION DE ESTUDIO:

El proyecto desarrollard un estudio prospectivo paciente-control. Una paciente sera considerada
para el estudio si cumple los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion

e Mujer posmenopausica,

e Diagnéstico de carcinoma de mama infiltrante en estadios | a lll con criterios de fenotipo
luminal (ER/PR positivo, HER2 negativo) (el cdncer de mama que tenga al menos un 1% de
células con ER positivo debe considerarse ER positivo segun las directrices de la NCCN y la

ASCO).

e Consentimiento firmado

Criterios de exclusion:

e Terapia local o sistémica previa para el cancer.
e Tratamiento con antibidticos orales o corticosteroides crénicos en los ultimos tres meses.
e Antecedentes previos de cancer, incluido el de mama pero sin limitarse a él.

e Tratamiento endocrino previo.

Controles: mujeres posmenopdusicas sin cancer de mama que cumplan los criterios de
inclusidén/exclusién. Los controles se emparejaran con los casos por edad (+ 2 afios), categoria
de indice de masa corporal y hospital de reclutamiento.



4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO EN LA SOCIEDAD:

Sélo hay 7 estudios registrados en ClinicalTrials.gov relacionados con el cancer de mama vy la
microbiota, 3 ya finalizados y 4 actualmente en curso. En cuanto a los estudios en curso, se trata de
ensayos que investigan diversas estrategias de intervencion (probidticos, actividad fisica, dieta). Sin
embargo, los conocimientos actuales no son suficientes para explicar como las diferentes especies
microbianas y sus metabolitos pueden contribuir a la variabilidad en cuanto al desarrollo del cancer
o la respuesta al tratamiento entre pacientes. Ademas, gran parte de nuestros conocimientos sobre
la circulacion enterohepatica y el metabolismo de los estrégenos se basan en investigaciones
realizadas durante la década de 1970. Los recientes avances en los métodos analiticos (NGS vy
espectrometria de masas), incluida la medicidn precisa y sensible de diferentes estrégenos en suero
y orina, deberian proporcionar herramientas para realizar comparaciones significativas entre
sujetos. Un estudio reciente que investigaba las diferencias en la composicion del microbioma
intestinal entre mujeres posmenopausicas mostré un microbioma fecal menos diverso y una
composicion estadisticamente alterada en pacientes con cancer de mama recién diagnosticado en
comparacién con controles sanos, y este hallazgo justifica un seguimiento. A pesar de que el
microbioma y los datos metabolomicos como biomarcadores predictivos se investigan
ampliamente, aun estamos lejos de su traslacién a la clinica. Esto puede atribuirse a la falta de
estudios consistentes, tanto en términos de nimero de pacientes (muy poco reclutamiento) como
de variabilidad metodoldgica.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que realiza el analisis simultaneo de la microbiota
del intestino, y la respuesta inmune y también el primer intento de vincular el microbioma con el
comportamiento (dieta, costumbres sociales, habitos, entorno familiar, actividad fisica utilizando
las tecnologias de chatbot Wakamola) de la mujer posmenopausica con potencial riesgo de cancer
de mama, integrando toda esta informacién utilizando herramientas de inteligencia artificial.
Fusionando datos de heces, orina y sangre, aumentaremos enormemente la posibilidad de
identificar una firma predictiva y valida que pueda ser validada en ensayos clinicos de mayor
envergadura. Esta uUltima podria introducirse facilmente en la practica clinica para ayudar a los
médicos en la toma de decisiones terapéuticas y, en consecuencia, mejorar la supervivencia de las
pacientes con la administracién de tratamientos personalizados.



5. PRESUPUESTO:

| PRESUPUESTO

ANALISIS DE METAGENOMICA
N=100 muestras
Estudio de la microbiota (taxonomia y transcriptémica)

27.200 €

METABOLOMICA and LIPIDOMICA
N=100

13.522,80 €

CHATBOT WAKAMOLA (UPV)

eAnalisis de datos multifuente (microbiota, niveles de estrégenos, informacién
nutricional, demografica, social, actividad fisica...) utilizando Deep Learning.
eEvaluacion del algoritmo de diagndstico en funcién del input (microbiota, nivel de
estrégenos, informacion nutricional, demografica, social, actividad fisica...).
eDesarrollo de software de apoyo a la toma de decisiones basado en el algoritmo
diagndstico.

0,00 €

PUBLICACIONES Y DISEMINACION DE LOS RESULTADOS

*Costo de al menos 3 comunicaciones a congresos (2 internacional, 1 nacional) y 3-4
publicaciones con peer-reviewed.

eDiseminacidn de los resultados

6.000 €

Costos directos de ejecucion

46.722,80 €

Overheads (20%)

9.344,56 €

COSTE TOTAL

56.067,36 €
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