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INTRODUCCION






Introduccién

1. Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es el tumor méas frecuente. Segun los datos de la International
Agency for Research on Cancer (IARC), en 2020 se diagnosticaron 2.3 millones de
casos nuevos de cancer de mama en todo el mundo, superando asi al cancer de
pulmén como el tumor mas diagnosticado. Supuso mas de 680.000 muertes, siendo el
quinto tipo de cancer con mayor mortalidad, por detrds del cancer de pulmén, cancer
colorrectal, cancer de estdbmago y cancer de higado. En mujeres, el cancer de mama

es el tumor mas frecuente y es la principal causa de muerte por cancer?.

Segun datos recogidos por el programa de Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) del National Cancer Institute (NCI) de Estados Unidos,
aproximadamente, una de cada ocho mujeres tiene riesgo de desarrollar cancer de
mama a lo largo de su vida?. Alrededor del 80% de todos los canceres de mama
surgen en mujeres mayores de 50 afios; y la probabilidad a 10 afios de desarrollar
cancer de mama invasivo aumenta de un 2% a los 40 afios, a alrededor del 3% a los
50-60 afios y hasta el 7% a partir los 70 afios, produciendo un riesgo acumulado de
por vida del 12.9%2. Las ratios de incidencia son un 88% mas altas en los paises
desarrollados que en los paises en vias de desarrollo; sin embargo, mujeres que viven
en paises en crecimiento tienen tasas de mortalidad un 17% mas altas en
comparacion con las mujeres que viven en paises con mayor indice de desarrollo
econémico?. Las elevadas tasas de incidencia en los paises desarrollados reflejan una
mayor prevalencia de factores de riesgo asociados al cancer de mama. Entre esos
factores estd un mayor envejecimiento de la poblacién, factores reproductivos y
hormonales (menarquia temprana, menopausia tardia, primer embarazo tardio, menor
namero de hijos, consumo de terapia hormonal en la menopausia y uso de
anticonceptivos orales) y factores de riesgo relacionados con el estilo de vida (ingesta
de alcohol, obesidad, sobrepeso y sedentarismo), pero también existe mayor
deteccion mediante mamografias organizadas en programas de prevencion®. Ademas,
una prevalencia excepcionalmente elevada de mutaciones en genes de alta
penetrancia, como BRCA1 y BRCA2, entre mujeres de ascendencia judia Ashkenazi,

explica en parte la alta incidencia en Israel y ciertas subpoblaciones europeas*.

La incidencia y la mortalidad por cancer de mama han aumentado en las tres Ultimas
décadas, aunque las tendencias varian segun la region geografica y el grupo de edad.
En los paises desarrollados, se produjo un incremento en la incidencia de cancer de
mama durante la década de los 80 y los 90, probablemente, debido al aumento en el

consumo de terapia hormonal, al descenso en los ratios de fertilidad y a la
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incorporacién de programas de detecciéon temprana®®. A partir de los 2000, ese
incremento se ha estabilizado e incluso ha disminuido, coincidiendo con un descenso
del uso de terapia hormonal de reemplazo y una estabilizacién en la participacién en
los programas de deteccion precoz>’8. Desde 2007, se observa un cambio en la
tendencia con un incremento en la incidencia en Estados Unidos del 0.5% anual?, e
incluso algo mayor en otros paises de Europa y Oceania®. Este aumento se observa
concretamente en mujeres con tumores positivos para el receptor de estrégenos, lo
que se puede deber al incremento en la obesidad que se esta produciendo en las
Ultimas décadas y que se relaciona directamente con el desarrollo de tumores de
mama positivos para ese receptorl®. Por el contrario, en los paises en vias de
desarrollo, se esta produciendo un incremento muy rapido en la incidencia de cancer
de mama, debido a la occidentalizacién de los estilos de vida (embarazos mas tardios,
falta de actividad fisica y dieta deficiente), mejor registro de los casos de cancer y
mejores métodos de detecciéon!l. En cuanto a la mortalidad por cancer de mama, en
los paises desarrollados se ha producido un descenso en las ultimas tres décadas,
gracias a los avances efectivos en la deteccion temprana y en el tratamiento del
cancer®?. Sin embargo, en los paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, se esta
produciendo un incremento de la mortalidad por cancer de mama, debido a una
deteccién del cancer mas tardia y la imposibilidad de aplicar terapias eficaces®. Con
todo ello, las proyecciones actuales indican que para el afio 2050, el nimero mundial
de casos nuevos de cancer de mama alcanzara los 3.2 millones anuales, y el nimero
de muertes llegara al millén de mujeres4, lo que supondra un gran problema de salud

publica.

Todos estos datos ponen de manifiesto la necesidad de seguir trabajando para reducir
la incidencia de la enfermedad. Por ello, es fundamental conocer los mecanismos
implicados en la susceptibilidad y el desarrollo del cancer de mama para explorar

nuevas estrategias de prevencion.

2. Clasificacion del caAncer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, con caracteristicas histolégicas y
moleculares variables, y con diferente comportamiento clinico y de respuesta al
tratamiento. La clasificacion del cancer, en general, tiene como objetivo proporcionar
un diagnostico preciso de la enfermedad y predecir el comportamiento del tumor para

facilitar la toma de decisiones en cuanto al manejo de la enfermedad. En el caso del
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cancer de mama, podemos diferenciar entre una clasificacion histolégica, TNM y

molecular.

2.1. Clasificacién histolégica

La mayoria de los tumores de mama son adenocarcinomas que surgen de células
epiteliales. Estos se pueden dividir en carcinomas in situ, que se limitan al componente
epitelial de la mama, sin romper la membrana basal, o carcinomas invasivos o
infiltrativos, que han invadido el estroma adyacente. Los carcinomas invasivos se
pueden subdividir segun su patron de crecimiento y el grado de diferenciaciéon o grado
histopatolégico. Este Ultimo se basa en la evaluacibn de tres -caracteristicas
morfoldgicas: el grado de formacion de tlubulos o glandulas, el pleomorfismo nuclear y
el recuento mitético. Un tumor bien diferenciado (grado 1), tiene estructuras
conservadas en mas del 75% del tejido, un grado leve de pleomorfismo nuclear
(células con nucleos pequefios y con tamafio parecido a las células epiteliales
normales) y bajo recuento mitético (menos de 7 mitosis contadas en diez campos a un
aumento de 0.52 mm). Un tumor moderadamente diferenciado (grado 2), se
caracteriza por tener estructuras glandulares o tubulares en un 10-75% del tumor,
moderado pleomorfismo (células mas grandes que las normales con nucléolos
visibles) y moderado numero de mitosis (de 8 a 15 mitosis). Un tumor pobremente
diferenciado (grado 3), tiene un marcado pleomorfismo celular (células con nucléolos
prominentes y muy variables en tamafio y forma), elevado nimero de mitosis (mas de
16 mitosis) y ningun tipo de estructura conservada. El grado de diferenciacion del
carcinoma de mama es un factor prondstico importante, siendo el grado 3 el que peor

supervivencia presenta®.

2.2. Clasificacién TNM

La estadificacion TNM, publicada por el American Joint Committee on Cancer (AJCC),
utiliza la informacién del tamafio del tumor (T), la afectacién de los ganglios linfaticos
regionales (N) y las metastasis a distancia (M). La estadificacion combina estos
factores y clasifica la enfermedad en nueve etapas (O, IA, 1B, IIA, 1B, llIA, 1B, llIC y

IV) con diferentes prondsticos y tratamientos?®.
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2.3. Clasificacion molecular

En el afio 2000, Sorlie y Perou identificaron 5 subtipos intrinsecos de cancer de mama
basados en los perfiles de expresion génica: luminal A, luminal B, enriquecido en
ERBB2, basal y normal-likel’'8, Los tumores luminales A se caracterizan por la
expresion del receptor de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR) y las
citoqueratinas 8 y 18. Presentan una baja expresion de genes relacionados con la
proliferacion celular y bajo grado histoldgico, siendo los que mejor prondstico tienen.
Los luminales B también expresan el ER, pero tienen un fenotipo mas agresivo que los
luminales A, mayor grado histolégico y peor pronoéstico. La principal diferencia entre
los dos subtipos de tumores luminales es una mayor expresion en el subtipo luminal B
de genes de proliferacién, como MKI67 y ciclina B1, y de ciclo celular, como AURKA, y
también expresan a menudo EGFR y HER2. Los tumores enriquecidos en ERBB2
tienen expresion elevada del gen del receptor tirosina quinasa HER2 y otros genes
asociados a esa via, como GRB7 y PAGP3. Son negativos para ER y PR y presentan
una alta proporcién de mutaciones en TP53 y PISKCA. Son de alto grado histoldgico,
con mal prondstico, aunque se pueden beneficiar de la terapia con el anticuerpo
monoclonal anti-HER2, trastuzumab, y otros inhibidores especificos de esta via. El
subtipo basal se caracteriza por expresar las citoqueratinas 5 y 17, P-cadherina,
caveolinas 1 y 2, nestina y EGFR. No expresan ni ER, ni PR, ni HER2, por lo que
también se denominan tumores ‘triple negativo”. Tienen un alto grado histoldgico,
tienden a ser carcinomas ductales infiltrantes con alto indice mitético y son muy
agresivos. Es el subtipo mas frecuente en mujeres con mutacion en BRCAL y estan
asociados a mutaciones en TP53. En cuanto a los tumores normal-like, éstos carecen
de la expresion de ER, PR y HER2, por lo que son “triple negativo” pero no de tipo
basal, porque son negativos para la citoqueratina 5 y EGFR. Ademas, después se ha
identificado el subtipo claudin-low, caracterizado por una baja expresién de genes
implicados en las uniones célula-célula, incluidos las Claudina 3, 4 y 7, ocludina y E-

cadherinal®2°,

En los ultimos afios, también se han desarrollado paneles de expresidon multigénicos
comerciales para la clasificacion de los tumores y para predecir el riesgo de
recurrencia o el prondstico de la enfermedad (MammaTyper, Oncotype, Mammaprint,
Genomic Grade Index, Prosigna o PAMS50, EndoPredict, Breast Cancer Index),
basados en el andlisis de la expresiéon de un numero limitado de genes?:?2. Sin
embargo, a pesar de que el andlisis de la expresion génica ha demostrado ser una
herramienta muy eficaz para clasificar los tumores de mama, estos andlisis son

costosos y en la practica clinica no se hacen de manera generalizada. Por ello, en
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2011 el panel de consenso de St. Gallen propuso cuatro subtipos basados en métodos
de tincion inmunohistoquimica e hibridacion fluorescente in situ. Asi, el subtipo luminal
A se caracteriza por ser ER y PR positivo, HER2 negativo y con baja expresion de
Ki67 (<14%); el subtipo luminal B, por ser ER y/o PR positivo, HER2 negativo o
positivo y Ki67 alto; HER2 enriquecido por ser ER y PR negativo y HER2 positivo; v, el
triple negativo por ser ER, PR y HER2 negativos?.

Actualmente, en la clinica se utilizan todos los datos histolégicos y moleculares para el
diagnoéstico del cancer de mama. Asi, la Ultima edicion de la AJCC (AJCCS8) ha
incorporado al TNM, el grado histolégico, el estado de los receptores hormonales y
HER2, y el panel multigénico Oncotype DX para definir el pronéstico y determinar el
tratamiento'®. De momento, el andlisis de la expresion de Ki67 no ha sido incorporado
de forma sistemética debido a cierta variabilidad entre observadores que necesita ser

resuelta®*.

3. Factores de riesgo en cancer de mama

Existe un numero significativo de factores de riesgo de cancer de mama, que se

pueden agrupar en factores genéticos y no genéticos o ambientales.

3.1. Factores genéticos

El cancer de mama hereditario se debe a la herencia de genes con variantes mutadas,
gue tienen un fuerte efecto sobre el riesgo de desarrollar cAncer de mama. Alrededor
del 5 al 10% de los canceres de mama estan relacionados con mutaciones genéticas
heredadas de uno de los dos progenitores. La alta incidencia de cancer de mama en
ciertas familias se describié por primera vez en 1866%°; sin embargo, los genes de
susceptibilidad a desarrollar cAncer de mama mas comunes (BRCA1 y BRCA2), no
fueron descubiertos hasta mediados de los afios 19902527, Mutaciones en la linea
germinal de estos genes se asocian con un riesgo del desarrollo de cancer de mama a
lo largo de la vida de entre el 27-87%, asi como un mayor riesgo de padecer cancer de
ovario®. Ademas de estos dos genes, en las Ultimas décadas se han descrito otros de
alta y moderada penetrancia, relacionados con ciertos sindromes hereditarios que
aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama. También se han identificado
numerosos polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP) que, de forma individual,
confieren un incremento bajo del riesgo de desarrollar cancer de mama?®3°, Se estima

que los genes de predisposicién conocidos no representan mas del 30% de los casos
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de cancer de mama con historia familiar de cancer hereditario, y que mas del 50% de

la predisposicién genética al cAncer de mama hereditario permanece sin explicacions?.

- BRCA1

El gen de susceptibilidad al cancer de mama BRCAL1 esta situado en el brazo largo del
cromosoma 17 en la posicion 21 (17g21). Posee 24 exones y en su exon mas largo, el
11, donde se localizan las mutaciones mas frecuentes. Codifica una proteina de 1863
aminoacidos en humanos y 1812 en ratén®%32, También codifica al menos dos

proteinas de menor tamafio debido al splicing alternativo3334,

La proteina BRCAL se compone de un dominio RING en el extremo aminoterminal con
actividad E3 ubiquitin ligasa; un dominio NLS, responsable de la localizacién nuclear
de la proteina; un dominio coiled-coil por el que se une a la proteina PALB2; un
dominio rico en residuos de serina-glutamina entre los aminoacidos 1280-1524; v,
finalmente, dos dominios BRCT en el extremo carboxiterminal, responsables de la
unién de BRCA1 a proteinas fosforiladas. Por estos dominios BRCAL interactua,
directa o indirectamente, con numerosas moléculas, incluidas proteinas con actividad
supresora tumoral, oncoproteinas, proteinas implicadas en la progresion del ciclo
celular, activadores y represores de la transcripcion génica, y reguladores de la
respuesta al dafio al DNA y de la apoptosis®+=¢. La pérdida de la funcién de BRCA1 da
como resultado defectos en todas esas vias celulares, provocando inestabilidad

gendmica e, indirectamente, produciendo el desarrollo de cancer®’.

Se han identificado mas de 1600 mutaciones en BRCA1, algunas patogénicas y otras
con significado desconocido. Las mujeres con una mutacion en BRCAL tienen un
riesgo de desarrollar cancer de mama a lo largo de su vida del 46% al 87%, y de

desarrollar cancer de ovario entre el 16 y 68%728:3840,

- BRCA2

El gen BRCAZ2 esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 13 (13g12.3) y contiene

27 exones que codifican una proteina de 3418 aminoacidos?’.

La proteina BRCA2 contiene un dominio aminoterminal de unién a PALB2; un domino
de unién al DNA monocatenario y bicatenario; un dominio NLS, responsable de la
localizacién nuclear de la proteina; y un dominio carboxiterminal, que contiene un sitio

de fosforilacién por el que se une a RAD51%. Participa en la reparacién de roturas de
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doble cadena del DNA mediante el proceso de recombinacién homologa, por lo que

estd implicado en el mantenimiento de la estabilidad gendémica.

La mutacién en BRCA2 confiere riesgo de desarrollar cancer de mama, tanto en
mujeres como en hombres. Para las mujeres, el riesgo de desarrollar cancer de mama
a lo largo de su vida es de entre el 27% y el 84%, y del 11% al 30% de desarrollar

cancer de ovario. En los hombres, el riesgo de desarrollar cAncer de mama es del 6%.

En promedio, una mujer con una mutacibn en BRCAl o BRCA2 tiene,
aproximadamente, un 70% de probabilidad de desarrollar cancer de mama a los 80
afios (riesgo acumulado)?®. Existe una variacion en la distribucién de las mutaciones
en BRCAL/2. En ciertos paises y comunidades étnicas, el espectro de mutaciones se
limita a unas pocas mutaciones fundadoras. Por ejemplo, en la poblacién judia
Ashkenazi existe una mayor incidencia de mutaciones hereditarias en BRCA1/2: las
mutaciones BRCA1 ¢.68 69delAG, ¢.5266dupC y BRCA2 c.5946delT representan el
98-99% de las mutaciones en estos genes®. En Espafa, cinco mutaciones en el gen
BRCA1 (c.68_69delAG, c.211A>G (BIC: 330A>G), ¢.5117G>A (BIC: 5236G>A),
€.5123C>A (BIC: 5242C>A), c.470_471delCT (BIC: 589 590delCT)) representan el
46.6% de las mutaciones en este gen, y cuatro mutaciones en BRCA2
(c.2808_2811deld (BIC: 3036_3039deld), c.6629_6630delAA (BIC: c.6857delAA),
€.9026_9030del5 (BIC: 9254-9258del5), ¢.9310 9311delAA (BIC: 9538delAA))
representan el 56.6%%2. Conocer el espectro de las mutaciones y su distribucion
geografica, puede hacer mas efectiva la estrategia de deteccion y prevencion del

cancer de mama y ovario®.

Sin embargo, las mutaciones y reordenamientos o deleciones en BRCA1l y BRCA2
solo explican el 15% de los canceres de mama familiares. Este alto riesgo se
incrementa o disminuye segun la historia familiar de cancer de mama, la localizaciéon

de la mutacion y otros factores, tanto genéticos como no genéticos.

- TP53

Es un gen supresor cuya mutacion produce el sindrome de Li-Fraumeni, que se
caracteriza por una predisposicion genética a un amplio nimero de tumores,
incluyendo sarcomas, tumores cerebrales, leucemias y otros tipos de cancer a edad
temprana*. Las mujeres portadoras de la mutaciéon en TP53 tienen un riesgo de hasta
el 90% de desarrollar cancer de mama a lo largo de su vida. El cancer de mama en
estas pacientes se presenta de forma precoz, con una mediana de edad en el

momento del diagnéstico de menos de 35 afios*®. Tienden a ser positivos para el
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receptor HER2, y el 84% son también positivos para el receptor de estrogenos y/o

progesterona®®#7,

- PTEN

La mutacion del gen PTEN en la linea germinal produce el sindrome de Cowden,
caracterizado por el desarrollo de tumores benignos, conocidos como hamartomas, en
multiples érganos. Este sindrome confiere una susceptibilidad genética al desarrollo de
cancer de mama, cancer de endometrio, cancer de tiroides, cancer colorrectal, cancer
de rifibn, melanoma y tumores benignos. Las mujeres con una mutacion en este gen
tienen un riesgo estimado del 85% de desarrollar cancer de mama a lo largo de su

vida*®-50,

-  STK11/LKB1

Las mutaciones en este gen supresor tumoral estan relacionadas con el sindrome
Peutz-Jeghers, caracterizado por el desarrollo de hamartomas gastrointestinales vy
pigmentaciones mucocutaneas. Se asocia con un alto riesgo de desarrollar diferentes
tipos de cancer, principalmente colorrectal, pero también de pancreas, estémago,

intestino delgado y de mama, entre otros®-%3,

- CDH1

CDH1 codifica la proteina E-cadherina. La mutacién en la linea germinal de este gen
es responsable del desarrollo de cancer gastrico hereditario difuso y de cancer de
mama lobulillar. Las mujeres portadoras de una mutacién en este gen tienen un riesgo

de cancer de mama de entre el 39% y el 52%°+%°,

Todas estas mutaciones en genes de alta penetrancia se heredan con un patrén de
herencia autosdmica dominante. Otros genes con penetrancia moderada son ATM,
CHEK2, PALB2, BARD1, BRIP1, MRE11A, NBN, RAD50, RAD51C, XRCC2, RAD51D
y ABRAXAS®', que participan en procesos de reparacion de dafio al DNA y que, en
muchos casos, interactian con BRCA1l y BRCAZ2, confiriendo un riesgo variable de
desarrollo de cancer de mama. Sin embargo, hay que destacar que so6lo una pequefia
fraccion de los casos hereditarios se explica por mutaciones en los genes descritos.

Incluso en casos en los que se hereda una mutacion en genes de alta penetrancia,
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ésta no es completa, y se encuentra modificada por otros factores, tanto genéticos

como ambientales.

Ademds, mediante estudios de asociacién de genoma completo (GWAS, del inglés
Genome-Wide Association Studies) y estudios de asociacion del transcriptoma
completo (TWAS, del inglés Transcriptome-Wide Association Studies), se han
identificado numerosos loci y genes de baja penetrancia relacionados con un
incremento ligero en el riesgo a desarrollar cdncer de mama esporadico (no
hereditario). Por ejemplo, se han identificado SNP en MAP3K1l, FGFR2, LSP1,
TNRC19 y CASPS8, entre otros. Estos SNP, aunque individualmente confieren un
riesgo pequefo, su efecto combinado, cuando se resume como una puntuacion de

riesgo poligénico, puede ser sustancial®*30°862,

3.2. Factores no genéticos o ambientales

3.2.1. Edad

La edad avanzada es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo del cancer
en general, incluido el de mama. La tasa de incidencia de cancer de mama aumenta
significativamente con la edad, duplicAndose cada 10 afios hasta la menopausia,
donde alcanza su punto maximo. Tras la menopausia, la tasa de incidencia se

mantiene constante®3.64,

3.2.2. Factores reproductivos

3.2.2.1. Edad de la menarquia y de la menopausia

Desde mediados del siglo XIX, la edad media de la menarquia ha disminuido de los 17
a los 12 afios®®’, Se ha estimado que el riesgo relativo de desarrollar cancer de
mama aumenta un 5% por cada afio que se adelanta la menarquia, tomando como
referencia la edad de 13 afios®. Entre los factores que parece que modifican la edad
de menarquia se incluyen factores genéticos y ambientales, como la exposicién
prenatal al tabaco y a disruptores hormonales (como el bisfenol A), el aumento en el
indice de masa corporal (IMC) y el consumo de una dieta rica en proteinas animales®-
2, Existe una asociacion estadisticamente significativa entre el aumento del IMC y la
menarquia a edades tempranas. Se sabe que un mayor IMC entre los 2 y los 9 afios

se asocia con una menarquia temprana’4. Ademdas, en un metaandlisis de 32
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GWAS, se han identificado 30 nuevos loci implicados en el metabolismo lipido y el

crecimiento celular asociados con el momento de la menarquia’.

Una menopausia tardia se asocia con un aumento en el riesgo relativo de padecer
cancer de mama. Este riesgo se estima en un 2.9% por cada afio que se retrasa®. La
edad media de la menopausia ha pasado de, aproximadamente, los 49 afios en
mujeres nacidas en 1910; a 51.5 en mujeres nacidas Unicamente 20 afios después; y
a 53.7 afios en mujeres nacidas durante los afios 607>7’. El momento de la
menopausia esta influenciado por la paridad, el uso de anticonceptivos, el tabaquismo

y el nivel socioeconémico’®, asi como por factores genéticos’®.

En un primer momento, se pensé que el hecho de que una menarquia temprana y una
menopausia tardia aumentasen el riesgo de cancer de mama, debido a un mayor
tiempo de exposicibn a las hormonas ovaricas, sobre todo a los estrégenos. Sin
embargo, el hecho de que el riesgo sea tan variable, ha hecho pensar que lo
importante seria el momento en el que se produce la exposicion de la glandula
mamaria a los estrégenos. Asi, una mama inmadura tendria una mayor capacidad de
respuesta a los estrgenos, y cuanto mas temprano suceda la sefalizacion
estrogénica, antes comenzaria la rapida proliferacion de las células de la mama que

pueden acumular mutaciones®.

3.2.2.2. Edad del primer embarazo

En siglo XVIII, Bernardino Ramazzini, fundador de la medicina del trabajo, observo un
incremento en el riesgo de cancer de mama en las monjas, identificando por primera
vez una asociacion entre la historia reproductiva y el riesgo de esta enfermedad®.
Tener hijos antes de los 30 afios proporciona una proteccion a largo plazo contra el
cancer de mama, siendo especialmente importante la edad a la que tiene lugar el
primer embarazo. Asi, aquellas mujeres que cuyo primer embarazo es antes de los 20
afos, tienen un 50% menos riesgo de desarrollar cAncer de mama que las mujeres
que no tienen ningn embarazo. A medida que aumenta la edad del primer embarazo
la proteccién disminuye y, a partir de los 35 afios, hay un incremento del riesgo de
desarrollar cancer de mama®3. Ademas, los embarazos posteriores, entre los 20 y los
30 afios, aumentan la proteccion contra el cAncer de mama en, aproximadamente, un
10%®*. Sin embargo, sobre todo después de los 35 afios y en primiparas, aunque no
exclusivamente, hay un periodo de mayor riesgo de cancer de mama tras el
embarazo, asociado al ambiente proinflamatorio que tiene lugar durante el proceso de

involucién, cuyo pico seria 5 afios después del parto®+¢°.
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Los mecanismos por los que se produce este efecto protector del embarazo frente al
cancer de mama no estan bien definidos. Se han postulado diferentes hipétesis que se

discutirdn en profundidad méas adelante.

3.2.3. Consumo de hormonas exdgenas

El consumo de estr6genos exégenos también se asocia con un aumento del riesgo de
desarrollar cancer de mama. Las principales fuentes de estrégenos exégenos son los
anticonceptivos orales (AO) y la terapia de reemplazo hormonal (TRH). Los AO
comenzaron a usarse en los afios 1960 y ya los primeros, basados en la combinacion
de estrégenos y progestagenos en dosis mas altas que las actuales, se asociaban con
un incremento del riesgo relativo de 1.24 durante la toma y en los 10 afios posteriores
a la suspension de la medicacion®”. Aunque los AO de nueva generacion han
mejorado y disminuido los efectos secundarios, en un estudio reciente todavia se ha
observado que hay un mayor riesgo de cancer de mama cuanto mayor es la duracion
del uso de éstos, y en aquellas mujeres que toman estradiol con levonorgestrel
(progestageno), levonorgestrel solo, o que usan un sistema intrauterino de liberacién

de levonorgestrel®,

En cuanto a la TRH, comiunmente usada en mujeres para reducir los sintomas de la
menopausia, sobre todo en la década de los 90, se ha observado un incremento del
riesgo de desarrollar cancer de mama en funcién de los afios de duracién del
tratamiento y de la combinacién de hormonas utilizada. Asi, el consumo de estr6genos
mas progestagenos diariamente durante 5 afilos aumentaria la incidencia de cancer de
mama entre los 50 y los 69 afios en, aproximadamente, una de cada 50 mujeres. En el
caso de consumir estrégenos pero con preparaciones intermitentes de progestagenos,
el aumento seria de una en cada 70, y en el caso de s6lo consumir estrogenos, de una
de cada 200. Tras 10 afios de terapia, los riesgos se duplicarian. Ademas, su uso
predispone a un mayor riesgo de desarrollar tumores de mama ER positivos y

lobulillares®.

3.2.4. Estilo de vida

3.2.4.1. Sobrepeso y obesidad

Varios estudios muestran una relacion evidente entre el aumento del IMC y una mayor

incidencia de cancer de mama en mujeres postmenopausicas. Sin embargo, esta
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relacion parece invertirse en mujeres premenopausicas con un IMC alto!%%°1 aunque
esto varia segun el subtipo de cancer de mama®2. Asi, en un metaanalisis que recogié
los resultados de 9 cohortes y 22 estudios de casos y controles, se observd que las
mujeres postmenopausicas con un peso corporal mas alto tuvieron un aumento del
riesgo relativo del 82% de desarrollar tumores ER+ PR+. Cada aumento en 5 unidades
en el IMC se asoci6 con un aumento del riesgo del 33% entre las mujeres
postmenopausicas, Yy en un 10% menos de riesgo entre las mujeres
premenopausicas®. Por el contrario, la obesidad si que se asocié con un mayor riesgo
de tumores ER- y triple negativo en mujeres premenopausicas®%. Se han propuesto
varios mecanismos para explicar el vinculo entre el aumento del IMC y el riesgo de
desarrollar cancer, incluido el aumento de la conversion de andrégenos en estrogenos
en la grasa, la sefializacion de la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-1), el estado de inflamacion crénica latente debido a citocinas producidas por la

grasay la secrecion de adipocinas proangiogénicas®2.

3.2.4.2. Consumo de alcohol

El consumo excesivo de alcohol aumenta el riesgo de cancer de mama. Un
metaanalisis basado en 53 estudios epidemioldégicos mostré que una ingesta de 35-44
gramos de alcohol al dia puede aumentar el riesgo de cancer de mama en un 32%,
con un aumento del riesgo relativo del 7.1% por cada 10 gramos adicionales de
ingesta diaria de alcohol®®. Incluso niveles mas bajos de consumo de alcohol (5-10
gramos por dia), podrian aumentar el riesgo en un 15%°%. Esto se debe a que el etanol
estimula la proliferacion celular y aumenta los niveles de estrégenos circulantes.
Ademas, el etanol se oxida a acetaldehido, que puede inducir dafio en las cadenas del
DNA vy producir aberraciones cromosOmicas, considerandose mutagénico Yy

cancerigeno®.

3.2.4.3. Actividad fisica

La actividad fisica, de moderada a intensa, se asocia con una reduccion del riesgo
relativo de cancer de mama de aproximadamente un 25%, cuando se comparan
mujeres mas activas con menos activas®%. Los mecanismos que pueden explicar
esta proteccion incluyen los efectos de la actividad fisica sobre el metabolismo de los

estrégenos, la sensibilidad a la insulina, y un bajo nivel de marcadores de inflamacion
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y de estrés oxidativo'®l. También se han descrito cambios transcripcionales inducidos

por la actividad fisical®?.

3.2.5. Antecedentes familiares y personales

Casi una cuarta parte de todos los casos de cancer de mama estan relacionados con
antecedentes familiares (aunque solo un 5-10% serian hereditarios con herencia
mendeliana). Un estudio de mas de 133.000 mujeres de Reino Unido, demostrd que
las mujeres con un familiar de primer grado con cancer de mama tienen un riesgo 1.72
veces mayor de desarrollar esta enfermedad que las mujeres sin familiares afectados.
Ademas, el riesgo se multiplica por 2.5 0 mas en mujeres con dos o mas familiares de

primer grado con cancer de mama'®.

En cuanto a los antecedentes personales, mujeres que han tenido cancer de mama
tienen mas probabilidades de tener un segundo tumor de mama. Ademas, también
aumentan el riesgo algunas enfermedades benignas de la mama. Este riesgo es
mayor cuando se presentan hiperplasias atipicas, seguido de lesiones proliferativas sin

atipias y lesiones no proliferativas®.

Todos estos factores de riesgo estan representados en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion de los factores de riesgo de cancer de mama y su frecuencia
en la poblacién. Se muestra la frecuencia en la poblacién (eje x) de los factores de riesgo del
cancer de mama genéticos y no genéticos y sus asociaciones con el riesgo relativo de cancer
de mama (eje y). En amarillo, los genes de alta, moderada y baja penetrancia que tienen
influencia en el desarrollo de cancer de mama. En verde, los factores ambientales relacionados
con el estilo de vida. En azul, los factores relacionados con la historia reproductiva y el
consumo de hormonas exdgenas. En naranja, los antecedentes familiares y personales. AO,
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Anticonceptivos orales; THR, Terapia hormonal de reemplazo. Figura modificada de Britt, K.L.
et al.1%.

4. Embarazo y cancer de mama

4.1. Composicién de la glandula mamaria

La glandula mamaria es un 6rgano complejo, cuya funcion principal en las hembras de
los mamiferos, es producir leche durante la lactancia para la alimentacion de las crias.
La glandula mamaria esta compuesta por varios tipos celulares, incluidas células
epiteliales, adipocitos, fibroblastos, células endoteliales e inmunitarias. Las células
epiteliales se encuentran formando los ductos y alveolos de la glandula mamaria, y
estan divididas en dos tipos de compartimentos: el compartimento luminal, formado
por la capa interna de células epiteliales localizada hacia la luz del ducto (lumen); y el
compartimento basal, que es la capa celular externa que rodea a las células luminales
Yy que se encuentra en contacto con la membrana basal. EI compartimento luminal esta
formado por (i) células alveolares que recubren la luz de los alveolos y son
responsables de la produccion de leche; (ii) de células ductales, que forman los ductos
que salen de los alveolos y que transportan la leche hasta el pezdén; vy, (iii) progenitores
luminales, tanto ductales como alveolares. En el compartimento basal hay (i) células
basales mioepiteliales con capacidad contractil para favorecer la conduccion de la
leche a través de los ductos, (ii) progenitores mioepiteliales y (iii) células madre de la
glandula mamaria (Mammary Stem Cells — MaSC). Estas ultimas tienen capacidad de
autorrenovacion, y son las encargadas de permitir el crecimiento del tejido mamario

durante la pubertad y en la gestacion®® (Figura 2).

Estas poblaciones epiteliales se pueden identificar mediante el reconocimiento de
proteinas de superficie con anticuerpos especificos y citometria de flujo. Las
poblaciones luminales y basales, se pueden diferenciar segin la expresion de la
molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM) y la integrina a6 (CD49f). Asi, las
células luminales muestran un fenotipo de expresion de EpCAM alto y CD49f bajo; al
contrario que las células basales, que son EpCAM bajo y CD49f alto'”1%, E| antigeno
de células madre 1 (Scal), permite diferenciar entre células luminales ER+, sensibles
a los estrégenos (Scal positivas), y células luminales ER- (Scal negativas). Las
primeras, Scal+, incluyen las células que forman los ductos, mientras que las
segundas, Scal-, son células alveolares!®. Entre las células Scal+, el antigeno CD61
diferencia entre células luminales progenitoras (CD61+) y luminales maduras (CD61-

)10, Diferentes grupos han intentado clasificar las células epiteliales de la mama
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combinando diferentes marcadores de superficie, como c-kit, CD29, CD14, CD49b,
con el objetivo de comprender la jerarquia epitelial mamaria y determinar de qué
subpoblacién celular surgirian los diferentes tipos de tumores!'*!? (Figura 2). Por
ejemplo, en el caso de tumores asociados a mutaciones en BRCAL, se ha descrito que
surgerian de una poblacién de progenitores luminales aberrantes con capacidad de

autorrenovacion!*34 y no de basales, como se crey0 inicialmente.

Estroma

CD49fbajo CD29bajo CD24+
EpCAMalto CD61- c-kit-
CD49fbajo CD29bajo CD24alto Scal+ CD49b- CD14-
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S [
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®5 Progenitores mioepiteliales

Figura 2. Representacién esquematica de los tipos celulares que componen la glandula
mamaria y los marcadores que identifican las diferentes subpoblaciones epiteliales. A la
izquierda, se representan los tipos de células epiteliales y estromales que componen la
glandula mamaria. A la derecha, se ilustra la jerarquia epitelial de la mama con los marcadores
que identifican a cada subpoblacién. MaSC, Mammary Stem Cell (células madre de la glandula
mamaria). Figura creada con BioRender. Adaptada de Cristea, S. et al.''5, Visvader, J. E. et
al.lly Fu, N. Y. et al.}12,

4.2. Desarrollo de la glandula mamaria

Al nacer, el sistema de conductos que forman la glandula mamaria es rudimentario. La
mayoria de los cambios morfoldgicos de la misma ocurren en la pubertad, cuando las
hormonas y los factores de crecimiento inducen la diferenciacién celular y la formacion
de estructuras especializadas, denominadas Brotes Finales Terminales (TEBs). Los
TEBs, altamente proliferativos, contindan expandiéndose en respuesta al ciclo de las
hormonas ovaéricas, de modo que, la glandula mamaria madura y virgen, consiste en
una extensa red de ductos y acinos, que en humanos se conoce como Unidades
Ducto-Lobulillares Terminales (TDLU). Durante el embarazo, la gldndula mamaria
sufre profundos cambios que consisten en una diferenciacion y expansion del sistema

ductal mamario por accion de los estrogenos, la progesterona y la hormona del
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crecimiento (GH, del inglés Growth hormone). En respuesta a la sefalizacién por la
prolactina, las estructuras Iébulo-alveolares se transforman en conductos ramificados
secundarios vy terciarios; las células luminales alveolares comienzan a producir leche,
ésta se libera y viaja por lo ductos gracias a la hormona peptidica oxitocina, donde
induce las contracciones de las células mioepiteliales. Al final de la lactancia, la
glandula mamaria pasa por un proceso conocido como involucién postlactancia, tras el
cual, la mama vuelve a un estado morfologico similar previo al embarazo. El inicio de
la involucidon ocurre debido a la estasis de la leche y a la falta de estimulo de succién
en el pezdn. Esta etapa se divide en dos fases: la etapa reversible, que en raton dura,
aproximadamente 48 horas, y la etapa irreversible, caracterizada por una apoptosis
masiva del epitelio y una remodelacion del tejido, junto con una infiltracion controlada
de células del sistema inmune para eliminar la leche residual y los restos celulares
acumulados?®®. Tras la involucion, que en el humano puede durar 24 meses 0 mas?!?é,
la glandula mamaria vuelve a estar preparada para sufrir los cambios celulares y

moleculares de un nuevo embarazo.

4.3. Efecto protector del embarazo frente al cancer de mama

Como se ha comentado anteriormente, el embarazo tiene un efecto protector frente al
cancer de mama. Asi, aquellas mujeres que tienen un embarazo antes de los 20 afios,
tienen un 50% menos de riesgo de desarrollar cancer de mama que las que no
tuvieron embarazo®. Este efecto protector es un fenémeno universal, sucede en
mujeres de todas las etnias, y en diferentes especies de mamiferos de
experimentaciéon, como ratas y ratones, tanto en modelos de carcinogénesis quimica
como en animales modificados genéticamente!!”12°, Entre el embarazo y la lactancia,
es el propio embarazo el que mas contribuye a esa proteccion. Asi, se ha descrito que
34 semanas de embarazo ya son suficientes para tener dicho efecto protector, aunque
el embarazo no llegue a término?t. También se ha descrito que una lactancia materna
de al menos 6 meses de duracién, proporciona una reduccién del 10% en el riesgo de
cancer de mama!??;, beneficio que se puede incrementar con duraciones mas
prolongadas de la lactancial?®. Ademas, se ha observado que cada embarazo aporta
una proteccion extra de entre un 10% y un 13%834124, Esta proteccion del embarazo y
la lactancia se ha observado tanto para tumores ER+ y ER-1%° y en mujeres con
mutacion en BRCA1/2. Aunque en este Ultimo caso los estudios fueron controvertidos,

parece que la proteccién también estaria presente en este grupo!?4126,
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Los mecanismos que subyacen a este efecto protector del embarazo siguen sin
identificarse completamente. Se han propuesto cambios histolégicos, celulares y

moleculares producidos por el embarazo que pueden contribuir a esta proteccion.

En cuanto a los cambios histolégicos, se ha descrito que las mujeres nuliparas
tendrian, de forma predominante, I6bulos de tipo 1, donde habria células madre de tipo
1 con mayor capacidad de malignizacion que las células madre de tipo 2, éstas
estarian presentes en I6bulos tipo 2, tipicos de mujeres que han pasado por un
embarazo y una posterior involucion, y que serian mas refractarias a la

transformacion®?”-12°,

También, tras el embarazo, se han identificado cambios en el estroma mamario y en la
matriz extracelular (ECM, del inglés Extracellular Matrix), que estarian implicados en la
proteccién frente al cancer de mama. Asi, se ha observado una mayor proporcion de
colageno de tipo |, gue se asocia con una disminucién de la rigidez del estroma en la
ECM de ratas que pasaron por una gestacién. Estas diferencias en la rigidez estromal
se relacionan con cambios moleculares relacionados, indirectamente, con la supresiéon
tumoral, como son el aumento en la expresion de E-cadherina y la regulacion a la baja
de la expresion de genes que codifican metaloproteasas, implicadas en el desarrollo

del cancer®.

Respecto a los cambios celulares, el embarazo produce modificaciones en el fenotipo
celular de las células epiteliales de la glandula mamaria. Por ejemplo, tras el
embarazo, se ha descrito una disminucién en el niumero de células positivas para
receptores de hormonas ER y PR, asi como una disminucién en el nimero de

progenitores CD44+/p27+ que tendrian una mayor capacidad de proliferacion*®2.

En lo referente a cambios moleculares, el embarazo induce en las células epiteliales
de la mama cambios en la expresion génica, que implicarian modificaciones en
diferentes programas funcionales®*:. Se han descrito 238 genes regulados al alza y 48
genes regulados a la baja en mamas de mujeres premenopausicas que tuvieron hijos,
con respecto a mujeres nuliparas. Entre los genes sobreexpresados tras el embarazo,
algunos cambian de expresion de manera transitoria, como los implicados en vigilancia
inmunoldgica (CD8A, XCL1, GZMA, CXCL14, entre otros); mientras que otros lo hacen
de manera permanente, como los implicados en la respuesta inmune (CCL19, HLA-
DRA, GLI3) y la diferenciacion celular (EGR3, DSC3, KRT5, FZD8). Entre los genes
infraexpresados en mujeres que habian tenido un embarazo destacan: COLG6AG6,
CXCL1, FOXQ1, KDM4B y TOX3, implicados en procesos de remodelamiento de la

ECM, en la via de proliferacion WNT y en el remodelamiento de la cromatina®. En el
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caso de mamas de mujeres postmenopdusicas parosas, se ha descrito un
enriguecimiento de genes implicados en el procesamiento del RNA y diferenciacion, y
una regulacion a la baja de genes implicados en proliferacion, como IGF-1135136, En un
estudio con ratas hembra nuliparas y multiparas, se observd un patron de expresion
de 70 genes inducidos por la gravidez. Muchos de los genes regulados a la baja en las
multiparas estan implicados en la remodelacion de la ECM; mientras que los genes
sobreexpresados se asociaron con la via de TGF-B y la respuesta inmunitaria®’.
Genes asociados a la via de WNT (Lgr5, Axin5, Vcan e Igfbp3), genes inducidos por
NOTCH (Gata3, 1d3 y Duspl) y genes de proliferacion (Csnlsl, Csn2 y Ltf) también se
expresan de forma diferencial entre ratones hembra nuliparas y multiparas. En
concreto, las células epiteliales luminales de mamas que han pasado por el embarazo
tendrian una menor expresion de la via de WNT y de ciclinas implicadas en
proliferacién, y un aumento de la expresion de genes de la via de NOTCH, implicada
en diferenciacion®. También se ha descrito que el IGF-1 circulante en plasma, seria
mas bajo en mujeres con hijos, y que los niveles plasmaticos de éste correlacionarian

negativamente con el nimero de embarazos3139,

Ademds, se han observado cambios epigenéticos inducidos por el embarazo que
bloguearian el desarrollo de lesiones premalignas en la mama!*°, Comparado con
mujeres postmenopausicas nuliparas, las células epiteliales de mujeres
postmenopausicas multiparas muestran heterocromatina rica en histona H3 trimetilada
en la lisina 27 (H3K27me3), que es un indicador de una cromatina
transcripcionalmente inactiva'#!. Ciertamente, se han descrito cambios epigenéticos
inducidos por el embarazo que se traducirian en cambios transcripcionales. Asi, en
ratones, se ha observado que tras el embarazo, los genes, Igfir, Igfl, Igfbp4, Irs1, Prir
y Stat5b, implicados todos ellos en la via GH/IGF-1, se encuentran hipermetilados y
silenciados en la mama'#?. Por el contrario, se ha demostrado hipometilacion de

promotores de genes como EIf5 y Cldn4, implicados en la diferenciacién celular'#3,

5. Implicaciéon del eje GH/IGF-1 en el desarrollo de la glandula mamaria y

en el cancer de mama

5.1. Regulacién de la secrecion de GH e IGF-1

La hormona del crecimiento (GH, del inglés Growth hormone) y el factor de
crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1, del inglés Insuline Growth Factor-1), son

hormonas pleiotropicas con mdultiples funciones, como la regulacion del crecimiento
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somatico, el mantenimiento de la masa 6sea, la diferenciacién y el metabolismo

celulart4.

La GH es una hormona peptidica, secretada de manera pulsétil por las células
somatotrofas de la hipdfisis anterior (adenohipoéfisis), con episodios secretores
separados por intervalos de quiescencia secretora con niveles de GH indetectables.
Dos péptidos hipotalamicos funcionan como reguladores primarios de la secrecion de
GH: la hormona liberadora de GH (GHRH, del inglés Growth Hormone-Releasing
Hormone) y la somatostatina (SST), que estimulan e inhiben la sintesis y liberacién de
la GH, respectivamente. La GHRH, producida por las neuronas del ndcleo arqueado
del hipotalamo, interacciona con el receptor GHRHR, acoplado a una proteina G en las
células somatotrofas de la adenohipdfisis, promoviendo la liberacion de GH a través de
la activacion de la sefalizacion por AMP ciclico (AMPc). Por su parte, la somatostatina
es producida por las neuronas neuroendocrinas del nucleo ventromedial del
hipotalamo, e inhibe la secrecién de GH al unirse a los receptores SSTR (del inglés,
Somatostatin Receptor) (Figura 3). Los niveles séricos de GH/IGF-1, la glucosa, las
concentraciones de otras hormonas (insulina, grelina, hormonas gonadales,
glucocorticoides) y la secrecion de ciertos neurotransmisores del sistema nervioso
central, regulan también la secrecién de GHRH y SST vy, con ello, indirectamente, la
secrecion de GH. Ademas, los pulsos secretores de GH varian en frecuencia y
amplitud segun la edad, el sexo, el estado puberal, la fase del ciclo menstrual, el

suefio, el estado nutricional, el ejercicio y la composicién corporal*®.

Una vez que la glandula pituitaria libera GH, ésta circula en la sangre y se une a un
receptor de superficie celular dimérico, llamado receptor de GH (GHR), muy expresado
en el higado, musculo, rifién, corazén y epidermis. Bajo la influencia directa de la GH,
el higado produce IGF-1; éste es el mayor productor de esta molécula, aunque
también se puede generar en otros tejidos del cuerpo®®. El IGF-1 se une al receptor
IGF-1R en numerosos tejidos, promoviendo la activacién de las vias PISK/AKT/mTOR
y MAPK, implicadas en el crecimiento celular, la proliferacién, la supervivencia y la
diferenciacion. La unién de IGF-1 a su receptor, también est4 controlada por una
familia de seis proteinas de union, llamadas IGFBP (del inglés IGF binding protein),
que controlan la cantidad de IGF-1 libre'*s. Ademas de las acciones endocrinas de la
GH hipofisiaria y el IGF-1 hepético circulantes, estas dos hormonas también pueden
ser sintetizadas por otros tejidos donde actuarian localmente de forma
autocrina/paracrina, y cuya accién, en muchos casos, tendria incluso mayor

trascendencia funcional que la endocrinal#’1#® (Figura 3).
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Lo mismo sucede con la somatostatina, que no sélo actia a nivel central, sino también
periférico. Asi, se ha demostrado la presencia de receptores de la somatostatina en el
pancreas, tracto digestivo, rifidn, tiroides, pulmén, bazo, gldndula mamaria y en
diferentes tipos de tumores. Este hecho es de gran relevancia como base para la

estrategia terapéutica de ciertos tipos de tumores, que se comentaran mas adelante!*,

/ Hipotalamo
RH

Grelina

Hipofisis

Estémago anterior
Q Glandula

Q mamaria
Hig

ado

(//,/

o0 .

Y GH . o
-~ D
',O(/‘)‘Q / circulante |5
1GF-1 (\f\ A\ circulante

IGF-1 IGF-1 C )
\ C
,GHC,« Rifion

Hueso

Figura 3. Esquema representativo de la regulacion del eje GH/IGF-1. La secrecion de GH
por la hipdfisis anterior esta controlada por las hormonas hipotaldmicas GHRH y SST. Tanto la
GH circulante como el IGF-1 producido por el higado, ejercen su accion sobre diferentes
tejidos. La glandula mamaria produce GH e IGF-1 que tienen acciones paracrinas y autocrinas.
La secrecion esté regulada por hormonas como la grelina, producida en el estbmago, y por
otros factores. GH, Hormona del crecimiento; IGF-1, Factor de crecimiento similar a la insulina-
1; GHRH, Hormona liberadora de la hormona del crecimiento; SST, somatostatina. Figura
creada con BioRender.

5.2. Mecanismos de accion de GH, IGF-1y SST

5.2.1. Vias de sefializacién activadas por la GH

La GH humana es codificada por el gen GH1, localizado en el cromosoma 17q22-24.

Esta formada por 191 aminoacidos y adquiere, mediante dos puentes disulfuro, una
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estructura cuaternaria caracterizada por cuatro hélices, necesaria para la dimerizacion

del receptor*.

La GH, tanto la de produccion sistémica como la de sintesis local, se une al receptor
GHR para ejercer su accion. Para que se produzca la sefializacion es necesario la
dimerizacion del receptor. Para ello, la GH se une al primer monémero del receptor por
los 24 primeros amino&cidos de la hélice | y toda la hélice IV. Cuando se ha formado el
binomio GH-GHR, la molécula gira sobre un eje proporcionado por la hélice Il y
permite que se realice un cambio de conformacion espacial, de tal manera que los
ultimos 13 aminoacidos de la hélice | y toda la hélice Ill se pueden fijar a un segundo

receptor, produciéndose la dimerizacion*®t.

Una vez que se ha unido la GH, GHR cambia de conformacion en la zona de union a
las proteinas Janus kinasa 2 (JAK2), lo que facilita la fosforilacién de los residuos de
tirosina de JAK2 y su consecuente activacion. JAK2 va a fosforilar maltiples residuos
de tirosina del dominio intracelular del receptor, o que proporciona un andamiaje para
la activacién de multiples vias. Una de estas vias es la de las proteinas STAT (STATL,
STAT3, STAT5A y STAT5B) que una vez fosforiladas, se homo- o heterodimerizan y
se trasladan al nucleo donde se une a promotores en el DNA, e inician la transcripcion
de diferentes genes como IGF-1, IGFBP3 y ALS. A través de la union de JAK2 con
una proteina denominada SHC, se produce la fosforilacion de esta molécula que inicia
la cascada de la via RAS/MAPK, que finalmente activa la molécula ERK y la
transcripcion de c-JUN y c-MYC, implicadas en proliferacion. Las proteinas JAK2
fosforilan IRS-1,2 y 3, las cuales activan PI3K/mTOR, implicadas en proliferacion y
supervivencia. Otra de las vias que se activa es PKC, a través de su fosforilacién por
GHR, y estimula la expresion de c-FOS y el aumento de los niveles de calcio

intracelulares®® (Figura 4).

5.2.2. Vias de sefalizacion activadas por el IGF-1

La proteina IGF-1, originalmente denominada somatomedina C, esta codificada por el
gen del mismo nombre. Es una hormona similar en estructura molecular a la insulina,

formada por 70 amino&cidos en una sola cadena con tres puentes disulfuro.

El IGF-1 libre, generado en el higado o en otros tejidos (rifién, pancreas, bazo,
intestino delgado, ovarios, cerebro o glandula mamaria), se une a su receptor tirosina
quinasa IGF-1R. Este receptor esta compuesto por 2 subunidades extracelulares a 'y 2

unidades transmembrana B'*3. Tras la unién del ligando con el receptor, IGF-1R
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recluta y fosforila a los sustratos IRS (2, 3 y 4) y SHC, que inician cascadas de
fosforilacion. Las primeras activan a PI3K y AKT. AKT va a ejercer su accién a través
de mTORC1, FOXO y GSK3. La activacion de mTORCL1 juega un papel fundamental
en el crecimiento celular y la supervivencia al promover la absorcién de nutrientes, el
almacenamiento de energia y la traduccién de proteinas. Las proteinas FOXO inhiben
la apoptosis, el estrés oxidativo y la activacion de enzimas gluconeogénicas,
favoreciendo la proliferacién y supervivencia. Por su parte, GSK3, que es inhibida por
AKT, aumenta la glucogénesis y participa en la via de sefializacion de WNT. Ademas,
SHC activa la via RAS/MAPK/ERK, implicada en proliferacion461%* (Figura 4).

5.2.3. Vias de sefializacién activadas por la somatostatina

La somatostatina es sintetizada en el hipotdlamo y en las células delta de los islotes de
Langerhans del péancreas, como un gran péptido precursor inactivo de 116
aminoacidos, que sufre una fragmentacion proteolitica, especifica de tejido, para
producir dos péptidos activos de 14 y 28 aminoacidos. Los receptores de la
somatostatina (SSTR) son receptores transmembrana de 7 dominios acoplados a una
proteina G (GPCRs). Se han identificado y clonado 5 subtipos diferentes de SSTR
(SSTR-1, -2, -3, -4, -5), codificados por genes diferentes. Una vez que se produce la
union al receptor, la somatostatina tiene efectos anti-secretores y anti-proliferativos.
Por un lado, los cinco receptores producen una inhibicién de los canales de calcio
dependientes del voltaje y la estimulacién de los canales de potasio, lo que induce la
disminucién de las concentraciones de calcio intracelular, e inhiben la adenilato
ciclasa, lo que finalmente conduce a una inhibiciéon de los niveles de AMPc. Los bajos
niveles de calcio y AMPc inhiben la secrecién. Ademas, los cinco receptores producen
la activacion de las proteinas tirosina fosfatasas (PTP), lo que conduce a la inhibicién
de las vias de PISK/AKT, ERK1/2, 6xido nitrico sintasa (NOS) y la proteina quinasa
dependiente de cGMP, lo que da como resultado una transcripcién reducida y una
inhibicién de la expresiéon de genes implicados en la supervivencia celular, en la
proliferacion celular y en la angiogénesis. La activacion de las PTP también favorece la
inhibicion de la sefializacion de IGF-1R a través de regulaciones postraduccionales,
involucradas en la desfosforilaciébn de los receptores IGF-1R y/o sus efectores
intracelulares. Los receptores SSTR2 y SSTR3 también aumentan la apoptosis al

activar la via extrinseca e intrinseca de esta forma de muerte celular'*> (Figura 4).

Los receptores encargados de suprimir la sintesis de GH por la adenohipdfisis son,
principalmente, el SSTR2 y el SSTR5. Ademas, el SSTR2 y SSTR3 estan implicados
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en la inhibicion de la sintesis de IGF-1 en el higado mediante la fosforilacion de las
PTP, la desfosforilacion de STATS5 vy, en Ultima instancia, la transcripcion de IGF-11%6,
Todos ellos, pueden llevar a cabo las acciones antitumorales de la somatostatina en

aquellos érganos que expresen SSTR**’.

La homodimerizacion y/o heterodimerizacion de toda la familia de GPCR, incluidos los
SSTR, juegan un papel fundamental en la union de ligandos y la transduccion de
sefiales!™®. SSTR1 existe como monémero, mientras que la homodimerizacién de los
receptores 2, 3, 4 y 5 se produce de forma constitutiva o después de la unién a la
somatostatina. También pueden formar heterodimeros con otros miembros de la
familia de los receptores de SST (SSTR1/SSTR2), ya sea en condiciones de reposo o
tras la union del ligando®®®. Ademas, los SSTR también dimerizan con receptores de
otras familias de GPCR, como el receptor 2 de la dopamina (D2R)*® o con otras
familias de receptores, como receptores de tirosina quinasa, como por ejemplo, el
EGFR™,

Seializacion de GH Senalizacion de IGF-1 Seializacion de SST

l 4 AMP | Secrecion

i6FIR — —» ORI 4 ppoptosis
’W—‘\/ J; \

ERK1/2

<Gl PI3K/AKT

Proliferacion,

supervivencia [96- v supervivencia

Proliferacién,
supervivencia

i A=/

Figura 4. Vias de sefializacion activadas por los receptores GHR, IGF-1R y SSTR. A la
izquierda, sefializacion del receptor GHR tras la union de GH. En el centro, sefializacion del
receptor IGF-1R tras la union de IGF-1. A la derecha, sefalizacién mediada por un SSTR tras
la union de la SST. Figura creada con BioRender. Basada en Brooks et al.’%2, Tao et al.16 y
Chalabi, M. et al.%5,
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5.3. Funciones del eje GH/IGF-1

5.3.1. Papel del eje GH/IGF-1 en el desarrollo y homeostasis de los tejidos

Este eje es especialmente importante durante el desarrollo fetal y el crecimiento en la
adolescencia. La secrecion de GH y de IGF-1 aumenta hasta alcanzar su pico en la
pubertad, reduciéndose posteriormente hasta unos niveles mas bajos en el adulto,

donde la accion que realiza es de homeostasis de los tejidos.

En el hueso, la GH y el IGF-1 regulan el crecimiento 6seo longitudinal a través de su
accion sobre los condrocitos de la placa de crecimiento de los huesos largos.
Favorece la captacion de glucosa, la sintesis de proteinas, la conversién de
condrocitos en células osteogénicas y el posterior depdsito de hueso nuevo®?, En el
muasculo esquelético, incrementan la captacion de aminoacidos para aumentar la
sintesis de proteinas, a la vez que disminuye la captacién de glucosa para producir un
incremento en la masa corporal magra®®. En el tejido adiposo inducen la liberacién de
los acidos grasos, intensifica la lipdlisis y reduce la captacién de glucosa para producir
un descenso en la adiposidad!®*. En el resto de los tejidos, como el rifién, el pancreas,
el intestino, la piel, el hueso, el corazon o los pulmones, producen un incremento en la
sintesis proteica, la sintesis de DNA, el tamafio y nimero de células, para permitir el
crecimiento de estos y el desarrollo de sus funciones. Ademas, estan implicados en el
desarrollo neuronal, la foliculogénesis ovérica, el desarrollo de los testiculos, del timo y

en la hematopoyesis®5-167,

En el caso de la glandula mamaria, se ha demostrado que este tejido expresa GHR y
también es capaz de producir tanto GH como IGF-1, con acciones
autocrinas/paracrinas importantes en su desarrollo'®®1%® que se describiran a
continuacién. Ademas, el eje GH/IGF-1 tiene un papel importante en el desarrollo de
diferentes tipos de tumores, incluido el cancer de mama, y sus vias de regulacién

pueden ser una estrategia para combatirlo.

5.3.2. Papel del eje GH/IGF-1 en el desarrollo de la glandula mamaria

Aungue el desarrollo de la red de conductos de la glandula mamaria se inicia con el
aumento de estrégenos que se produce durante la pubertad, el completo desarrollo
requiere de mdltiples hormonas y factores de crecimiento que actdan tanto a nivel
sistémico como local. Experimentos realizados desde los afios 50 en ratas

ovariectomizadas e hipofisectomizadas, demostraron la importancia de la GH en el
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desarrollo de la morfogénesis ductal'’®172, Al profundizar en estos estudios utilizando
ratones deficientes en IGF-1, se demostré que el tratamiento de IGF-1 junto con
estradiol rescataba el desarrollo ductal en animales hipofisectomizados (sin GH),
mientras que el exceso de GH y los estrdgenos no lograron rescatar la morfologia de
las glandulas deficientes en IGF-1, poniendo de manifiesto la importancia de IGF-1
como mediador de la accion de GH!"3. Ademdas, se ha observado que el IGF-1
paracrino, y no el endocrino, es mas importante en la morfogénesis de la ramificacion
mamaria. Asi, ratones con delecion de IGF-1 en el higado tenian una ramificacion
normal de la mama, mientras que los ratones que presentaban una delecién de IGF-1,
concretamente en la mama, mostraban un arbol ductal reducido. Asi mismo, la
administracion de pegvisomant, un potente antagonista de la accion de la GH, a
ratones hembra virgenes, produce un retraso significativo en el crecimiento del
conducto mamario, que se asocia con una disminucién en el nimero de yemas

terminales y una ramificacion reducida en la glandulal’.

La union de GH con el GHR en las células estromales de la mama, activa la
produccién de mRNA de IGF-1. Este IGF-1 actia en los TEBs, donde activa la via
IGF-1R e incrementa la proliferacion de las células epiteliales y reduce su apoptosist’.
Los estrégenos y la progesterona potencian este efecto del IGF-1, y la combinacién de
los tres es necesaria para la diferenciacion l6bulo-alveolar que se produce durante el
embarazo!’’. Ya tras el embarazo, la progesterona y la prolactina toman un papel

principal y son las encargadas de generar alveolos secretores de leche!’8,

5.4. Implicacién de la via GH/IGF-1 y la somatostatina en el cancer de mama

5.4.1. Importancia de GH e IGF-1 en cancer de mama

Ademas de su papel en el desarrollo mamario, el eje GH/IGF-1 también esta implicado
en la tumorogénesis mamaria!’®!, En los afios 1950, se documentd por primera vez
la regresién de un tumor mamario metastésico tras una hipofisectomia. Por ello, en los
aflos 60, comenz6 a utilizarse esta técnica como terapia contra el cancer de mama
implicando a la hormona del crecimiento en la patogénesis de esta enfermedad!®182,
Posteriormente, estudios epidemiolégicos han indicado un incremento en el riesgo de
cancer de mama asociado a polimorfismos en genes del eje GH/IGF-13, También,
varios estudios han sugerido que los niveles circulantes de IGF-1 estan asociados con
un mayor riesgo de cancer de mama en mujeres premenopausicas!®*%. Los datos

experimentales obtenidos de estudios en humanos, ratones y lineas celulares, también
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sugieren que la reduccion de la sefalizacion de GH/IGF-1 tiene un impacto negativo
en el desarrollo del tumor de mamal’18” y, al contrario, que el aumento de éstos esta
relacionado con el aumento de hiperplasias mamarias'’®. Asi, en pacientes con
sindrome de Laron (enfermedad congénita donde el receptor de la hormona del
crecimiento no es funcional) o con deficiencias congénitas en IGF-1, no se observa
incidencia de cancer de mama®®’8  Asi mismo, ratones que sobreexpresan un
antagonista del GHR (hGH-G120R) y que tienen niveles reducidos de IGF-1, son
resistentes al desarrollo de tumores de mama inducidos por 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA)*°. Las ratas Dwarf, con una mutaciéon en el gen GH
gue produce cantidades pequefias de una proteina GH truncada que no es capaz de
unirse a GHR, también son resistentes al desarrollo de cancer de mama inducido por
DMBA y N-metil-N-nitrosourea®1%!; y este efecto es anulado por la introducciéon de
GH circulante que restaura la tumorogénesis mamaria'®1°2, Por el contrario, ratones
transgénicos que sobreexpresan IGF-1R, exhiben una alta incidencia de tumores
mamarios!®®. Asi mismo, la sobreexpresion de IGF-1R en células epiteliales mamarias
no tumorales (MCF10A) produce una transformacién completa y el crecimiento al

realizar un xenoinjerto en ratones inmunocomprometidos®,

Ademéas, GH e IGF-1 estan implicados también en la evolucion, pronéstico y
metastasis del cancer de mama, al influir en la angiogénesis y la resistencia al
tratamiento!’®. La expresion de la GH correlaciona positivamente con las metastasis en
los ganglios linfaticos, el estadio tumoral y el indice proliferativo!®®. También se ha
observado que la accién autocrina de la GH en las células tumorales MCF-7 les
confiere un fenotipo mesenquimal e invasivo in vitro y generan tumores mas agresivos
in vivo'®®. En ratones lit/lit (que tienen niveles reducidos de GH e IGF-1, debido a una
mutacion puntual en el gen GHRH) en un fondo genético nod/SCID, para tolerar
xenotrasplantes, el crecimiento de la linea celular de carcinoma mamario MCF-7
trasplantada, se redujo significativamente en comparaciéon con ratones control**’. Lo
mismo sucede al inyectar estas mismas células a ratones tratados con pegvisomant,
un antagonista de GHR'’®, poniendo de manifiesto la importancia de esta via en la

progresion del tumor.

El efecto que tiene GH/IGF-1 sobre el desarrollo y progresion del cancer de mama se
debe a mudltiples factores!™. Asi, se ha observado como la GH autocrina es suficiente
para promover la transformacién oncogénica en lineas celulares'®® e incrementa la
proliferacién de las células stem y progenitoras que expresan GHR, presentes en el
90% de los carcinomas ductales'®®. También es capaz de aumentar el potencial

replicativo de las células, lo que se conoce como inmortalizacion, al incrementar la
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actividad de la telomerasa a través del aumento de la sintesis de las proteinas de la
subunidad catalitica de la telomerasa hTERT?%. GH/IGF-1 promueve la supervivencia
y la proliferacién al activar las vias MAPK y JAK/STAT y aumentar los niveles de
ciclina D1 y c-MYC?2%202_ Fayorece la angiogénesis, porque incrementa la sintesis de
VEGF-A y VEGFR?%, Por ultimo, incrementa la transicion epitelio-mesénquima y, con
ello, la invasion local y la metastasis; todo ello, debido a activar el factor nuclear-kB2%4,
incrementar la actividad de las metaloproteasas (MMP) 2 y 9%y regular a la baja la
expresion de E-cadherina?®*. También se ha observado como el IGF-1 liberado por
adipocitos de pacientes obesos induce la proliferacion de las células MCF-7 en
experimentos de cocultivo al favorecer la fosforilacion de ERK, AKT y STAT32%, Asi
mismo, en un estudio con ratones transgénicos en los que la expresion de IGF-1 est4
bajo el control del promotor de la queratina bovina 5 (BK5), que se expresa en las
células mioepiteliales de glandula mamaria, se observé un incremento de la
sefializacion de COX-2 y postanglandinas tanto en las glandulas mamarias normales
como en los tumores?®®. Estas moléculas, implicadas en inflamacién, crean un
ambiente protumorogénico, promueven la angiogénesis al elevar los niveles de VEGF
y favorecen la evasion de las respuestas inmunoldgicas antitumorales?®®. Estos
estudios ponen de manifiesto la importancia del IGF-1 con acciones

autocrinas/paracrinas en la carcinogénesis mamaria?®’.

5.4.2. Importancia de la somatostatina en el cancer de mama

Como se ha descrito anteriormente, la somatostatina tiene acciones anti-proliferativas
y pro-apoptoticas mediadas por sus receptores, los SSTR®, Los SSTR se encuentran
presentes en una gran variedad de tumores y lineas tumorales, incluidos los tumores
neuroendocrinos de la  hipéfisis y de otras localizaciones, tumores
gastroenteropancreaticos, cancer de pulmén, carcinomas medulares del tiroides vy
linfomas?%82%°, En el caso de los tumores de mama, éstos expresan los cinco SSTR?%°,
Especificamente, el 50-70% de los tumores de mama son positivos para algin
SSTR?!, siendo el SSTR2 el que se expresa con mayor frecuencia, seguido del
SSTR3, SSTR1, SSTR4 y SSTR5, respectivamente?!2,

La presencia de SSTR2 se considera un factor de buena evolucién en el cancer de
mama, pues se asocia a una baja invasién y proliferacion??, y al subtipo luminal con
expresion de los receptores hormonales?'®2'4, La relaciéon entre los estrogenos y
SSTR2 ha sido confirmada por varios estudios?'9215, Esta relacién se debe a que hay

elementos reguladores de la transcripcion en el gen de SSTR2 que contienen sitios de
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unién para los estrégenos?®. El papel antiproliferativo de SSTR2 en el cancer de
mama se ha demostrado in vitro al inducir la apoptosis, detener el ciclo celular y
disminuir la expresion de EGFR en la linea celular tumoral MCF-7, dependiente de
estrogenos?!’. Sin embargo, en los canceres de mama que expresan la variante
truncada SSTR5-TMD4, la funcién supresora de SSTR2 se ve comprometida. Esta
variante, se correlaciona con la pérdida del receptor de estrégenos y de HER2, y con
metastasis en los ganglios linfaticos, por lo que su presecia es un marcador de mal
pronéstico?'®. Del mismo modo, la presencia de SSTR4 también se relaciona con
tumores luminales de buen prondéstico?'3; y la sobreexpresion de SSTR3 en MCF-7 y
en MDA-MB-231, también se asocia con una inhibicion de la apoptosis y parada del

ciclo celular, respectivamente?'®,

Dado que los SSTR tienen importancia en el cancer de mama, varios estudios han
demostrado la accién antiproliferativa de los analogos de la somatostatina en lineas
celulares y en modelos animales, dando pie a su uso en la clinica para el tratamiento

del cancer de mama.

5.5. Uso de analogos de la somatostatina en la clinica

5.5.1. Descripcién de los principales anélogos de la somatostatina

Los efectos pro-apoptéticos y anti-proliferativos de la somatostatina permitieron su
identificacion como diana farmacoldgica. Sin embargo, el limite principal en el uso de
la somatostatina como agente terapéutico es la vida media tan corta que tiene de,
aproximadamente, 1 a 3 minutos. Asi, para prolongar la actividad biol6gica de la SST
se han sintetizado varios analogos (SSA, del inglés Somatostatin Analogue), con una
vida media mayor y, a menudo, dotados de mayor efecto biolégico que la

somatostatina.

El primer analogo sintético de la somatostatina (SSA) aprobado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) en 1988, fue el octapéptido
octredtido u octreotide, comercializado como Sandostatin. Estad indicado en el
tratamiento de la acromegalia y de la diarrea severa, asociada a tumores carcinoides
metastasicos y tumores neuroendocrinos pancreaticos secretores de polipéptidos
intestinales vasoactivos (VIP) (tumores también denominados VIPomas). Muestra una
alta afinidad por SSTR2 y afinidad moderada por SSTR5%%°, Tiene una vida media de
90 a 120 minutos tras su administracion subcutanea, y una accion farmacoldgica que

dura entre 8 y 12 horas®?’. Con el desarrollo de la formulaciéon de Sandostatin de
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liberacion prolongada (Sandostatin-LAR, del inglés Long Acting Release) en 1997,
mejord alun mas la aplicacion clinica de este compuesto. En esta nueva formulacion, el
octreotide se encapsula en microesferas de un polimero que se disuelve lentamente, y
las dosis se pueden administrar por via intramuscular una vez cada 28 dias??2. En la
glandula pituitaria, el octreotide tiene una potencia 40 veces mayor que la
somatostatina natural para inhibir la secrecion de GH. En el pancreas, se ha
demostrado que inhibe la secrecion de insulina, glucagon, polipéptidos pancreaticos y
bicarbonato. En el tracto gastrointestinal, inhibe la secrecidon de gastrina, matilina y
secretina, y la liberacion de polipéptidos intestinales vasoactivos, asi como la
absorcion de los carbohidratos. Por sus acciones, es un farmaco importante en el
tratamiento de tumores secretores, como los VIPomas, y en tumores carcinoides que

producen y liberan gran cantidad de hormonas??.

Otro analogo de la somatostatina es el Lanreotide (Somatuline), un octapéptido ciclico
que se desarrollé en la década de 1990. Su uso fue aprobado por la FDA para el
tratamiento de la acromegalia en pacientes que no responden a la cirugia en 2007,
para el tratamiento de tumores neuroendocrinos gastroenteropancredticos
irresecables, localmente avanzados o metastasicos en 2014 y para el tratamiento del
sindrome carcinoide en 2017223225, Muestra una gran afinidad por el SSTR2 y una
menor afinidad por el SSTR5. Su formulacion inicial tenia una vida media de 90
minutos. La siguiente formulacion que se desarrolld, el Lanreotide de liberacién
sostenida (Lanreotide SR), tenia una vida media de 4.5 dias y se administraba cada 10
dias. Aflos mas tarde, el Lanreotide Autogel ha surgido como una formulaciéon acuosa

administrada por via subcutdnea cada 28 dias.

El tercer anadlogo de la somatostatina, el Pasireotide (SOM230), es un SSA de
segunda generacion. Fue aprobado en 2014 por la FDA y en 2017 por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA), en su forma de larga administracion (Pasireotide
LAR o Signifor LAR), para el tratamiento de la acromegalia, la enfermedad de Cushing
y tumores carcinoides metastasicos refractarios o resistentes al octreotide??®. Se
caracteriza por unirse con alta afinidad a SSTR1, SSTR2, SSTR3 y SSTR5%?’. En
comparacion con el octreotide, el pasireotide tiene una afinidad de union 30, 5y 40
veces superior a SSTR1, SSTR3 y SSTR5, respectivamente, y 2.5 veces menor hacia
SSTR2. Con respecto al lanreotide, las afinidades son 19, 9 y 106 veces mayor a
SSTR1, SSTR3 y SSTR5, respectivamente, y con menor afinidad hacia SSTR2%’,
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5.5.2. Uso de los analogos de la somatostatina frente al cAncer de mama

Puesto que la GH e IGF-1 tienen un papel relevante en la patogenia el cancer de
mama, la inhibicién de estas hormonas con el uso de los analogos de la somatostatina
ha sido un campo ampliamente estudiado. Se ha comprobado el efecto de los SSA
solos y en combinacion con el modulador del receptor de estrégenos, tamoxifeno, y

con quimioterapicos en el tratamiento del cancer de mama.

En experimentos en ratas, la administracion de octreotide junto con tamoxifeno ha
demostrado eficacia en la supresion de la expresion de IGF-1y en los niveles de IGF-1
en suero de una manera mas potente que con el tratamiento con un Unico farmaco??,
Esta combinacién también ha sido probada en ratas en las que se induce el tumor de
mama con DMBA, en las que los animales tratados con ambos agentes tienen tumores
con un volumen mas reducido que aquellas ratas tratadas con un Unico agente??°. Sin
embargo, en la clinica, la combinacién de octreotide con tamoxifeno no ha demostrado
ser mas eficaz que la terapia solo con tamoxifeno en el tratamiento de mujeres
postmenopausicas con cancer de mama metastasico, ni en la terapia adyuvante tras la
cirugia, a pesar de que si que se produce una reduccion significativamente mayor en

los niveles séricos de IGF-1230-231,

En el caso del pasirecotide, Unicamente se ha probado la eficacia de una inyeccion
prequirdrgica de pasireotide LAR para reducir la incidencia posoperatoria de linfoceles
sintomaticos después de la diseccién de los ganglios axilares?®?, pero no se ha
probado su eficacia en el tratamiento del cancer de mama como tal. Sin embargo, si
gue se ha evaluado su efecto sobre lesiones hiperplasicas pre-malignas?®. Se ha
descrito que el pasireotide no solo inhibe la secrecién pituitaria de la GH, sino que
también tiene un efecto inhibidor directo de la accion del IGF-1 en la glandula
mamaria. Asi, en un estudio la administracion de SOM230 en ratas intactas e
hipofisectomizadas inhibi6 el desarrollo mamario al estimular la sintesis de la proteina
IGFBP5 que regula la biodisponibilidad de IGF-1234. Gracias a este efecto directo sobre
la glandula mamaria, también se ha descrito que el pasireotide es capaz de prevenir la
hiperplasia mamaria inducida por la GH y el estradiol (E;). En este trabajo, tras
eliminar las fuentes endoégenas de GH y estrogenos mediante la hipofisectomia y la
ooferectomia a ratas hembra, se administré6 GH y E, y, como respuesta, a los siete
dias todos los TEBs y el 75% de los conductos de las mamas se volvieron
hiperplasicos. Al tratar a las hembras con pasireotide, el niUmero y el tamafio de los
TEBs y los conductos hiperplasicos se redujo. También se observé un aumento de la

apoptosis y una disminucién de la proliferacién al inhibir la via de sefializacién del IGF-
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1RZ%5, Lo mismo se observo en 13 mujeres con diagndstico de hiperplasia atipica que
fueron tratadas durante 10 dias con pasireotide, en las que disminuyé la proliferacion y
aumento la apoptosis en todas las lesiones pre-malignas, sin observarse cambios en
la expresion de ER ni el PR y con una disminucién en la fosforilacion de IGF-1R, AKT
0 ERK1/22%,

El perfil de efectos secundarios del pasireotide es tolerable. Puede empeorar el control
de la glucosa en pacientes diabéticos y causar hiperglucemia transitoria de leve a
moderada en personas que no son diabéticas?®®. Otros efectos secundarios pueden
ser nauseas, vomitos, diarrea, calculos biliares y la prolongacién del intervalo QT en el

electrocardiograma. Sin embargo, todos los efectos que produce son manejables?’.

6. Prevencién del cancer de mama

6.1. Cirugia preventiva

La medida mas eficaz para reducir el riesgo de cancer de mama es la mastectomia
bilateral con doble ooforectomia. La amputacién de ambos pechos se asocia con una
reduccion del riesgo del 90-95%%%240; sin embargo, la operacion puede tener
complicaciones como dolor, sangrado, infeccién o desarrollo de seromas?. Ademas,
esta intervencion tiene implicaciones psicol6gicas importantes y la autopercepcién de
una imagen corporal negativa en la mujer?*2. Por ello, las guias recomiendan limitarla a

las mujeres con un riesgo de cancer de mama muy alto.

6.2. Quimioprevencién

Los medicamentos para reducir el riesgo de desarrollar un tumor de mama son una
opcion de quimioprevencion para las mujeres que no desean someterse a una
mastectomia, y también para las mujeres cuyo riesgo no sea lo suficientemente
elevado como para que la cirugia se considere apropiada. Los medicamentos
actualmente aprobados por la FDA para este fin son los moduladores selectivos del
receptor de estrégenos, como el tamoxifeno y raloxifeno; también se han propuesto,

con mas limitaciones, los inhibidores de la aromatasa, exemestano y anastrozol.

El tamoxifeno es efectivo en mujeres premenopausicas y postmenopausicas. Reduce
el riesgo de cancer de mama ER+ en un 44%2# y la reduccion se observa durante los

5 afios de administracion del medicamento y se mantiene durante los 15 afios
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posteriores a la finalizacion del mismo?*4. Sin embargo, los efectos secundarios del
tamoxifeno son frecuentes y muy molestos. Incluyen sintomas menopausicos, como
sofocos y sudoracion nocturna y, otros menos frecuentes, pero potencialmente muy
graves como un incremento en el riesgo del desarrollo de tromboembolismos y cancer
de endometrio®®. EI raloxifeno Unicamente ha sido efectivo en mujeres
postmenopausicas. Redujo el riesgo de desarrollo de cancer de mama ER+ en un 76%
durante los tres afios de tratamiento en mujeres en que se empleé como tratamiento
de la osteoporosis?®®. Ademas, tiene menor riesgo de desarrollo de eventos
tromboembdlicos y de cancer de endometrio que el tamoxifeno?*®?4’, Los riesgos y
beneficios del tratamiento con raloxifeno o tamoxifeno en mujeres posmenopausicas
dependen de la edad, de la etnia, de la presencia previa de histerectomia y del riesgo
que tengan de desarrollar cancer de mama. Por ello, se han publicado tablas de
riesgo-beneficio para ambos medicamentos que pueden ayudar a identificar el grupo

de mujeres en el que los beneficios superan a los riesgos?#,

Los ensayos con inhibidores de la aromatasa también han demostrado que estos
medicamentos pueden ser eficaces en la prevencion. El exemestano es capaz de
reducir el riesgo de cancer de mama invasivo en un 60%?24°, mientras que el anastrozol
lo puede hacer en un 49% y su efecto puede persistir hasta 10 afios después de
terminado un tratamiento de 5 afios?°%2%1, Estos medicamentos solo pueden usarse en
mujeres posmenopausicas, ya que son ineficaces con ovarios funcionales. Presentan
menos efectos secundarios que los modulares del receptor de estrdgenos, sin

embargo, aumentan el riesgo de facturas 6seas®>?.

Actualmente, hay diversos ensayos clinicos con diferentes farmacos (bifosfonatos,
retinoides, moduladores del receptor de progesterona, metformina o anti-RANKL) para
evaluar su papel en la quimioprevencion del cancer de mama'®, pero de momento no
hay una estrategia de prevencion completamente eficaz y sin efectos adversos
potencialmente graves. Debido a estos efectos secundarios un elevado porcentaje de
mujeres no acepta la quimioprevencion®3. Asi mismo, alrededor del 40% de las
mujeres no pueden continuar con la quimioprevencién durante el periodo establecido
de cinco afios por la aparicion de efectos secundarios muy molestos®>*. Ademas, en el
caso del tamoxifeno, éste no se puede prescribir de forma segura en mujeres
premenopausicas que desean tener hijos, estdn embarazadas o en periodo de

lactancia, por lo que muchas rechazan esta opcién de quimioprevencién®®.
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Puesto que el cancer de mama es tan frecuente, seria ideal disponer de una estrategia
de quimioprevencion universal, sin efectos secundarios graves o0 molestos, que

pudiera aplicarse a la mayoria de las mujeres.
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Material y métodos

1. Modelo experimental in vivo

1.1. Cepas de ratén

1.1.1. Modelo K14-Cre; Brcal” p53™f

El modelo K14-Cre; Brcal”™ P53" es un doble knock-out condicional de tejido,
deficiente en los genes Brcal y P53y, a la vez, es un transgénico que sobreexpresa la
recombinasa Cre bajo el promotor del gen de la citoqueratina 14 (K14). En este
modelo, el gen Brcal tiene insertadas dos secuencias de nucleétidos LoxP, en los
intrones 3y 13, respectivamente, y en los intrones 1y 10 del gen P53. La recombinasa
Cre reconoce esas secuencias LoxP y deleciona el fragmento de DNA comprendido
entre ambas. Asi, aquellas células que expresan K14, y su descendencia, pierden los
exones del 5 al 13 en el gen Brcal, y del 2 al 10 en P53, dando lugar a un defecto
funcional en ambos genes. El gen K14 se expresa en células epiteliales,
principalmente del tejido mamario y de la piel. En este modelo de carcinogénesis, la
delecién de Brcal y P53 ocurre en el 5 al 30% de las células epiteliales de la glandula
mamaria. Por ello, estos ratones desarrollan tumores de mama con un 100% de
penetrancia y a una edad media de siete meses. Remedan los tumores humanos triple
negativo con mutacion en BRCAL; como tales, expresan marcadores epiteliales
basales, son negativos para el receptor de estrégenos (ER), negativos para el receptor
de progesterona (PR) y negativos para el receptor tirosina quinasa ErbB2, siendo
tumores altamente proliferativos. También desarrollan tumores de piel de tipo
carcinoma epidermoide cutaneo. Este modelo de ratén fue generado por el laboratorio
del Dr. Jonkers del Netherland Cancer Institute?®®25” y cedido a nuestro grupo; se
encuentra en un fondo genético FVB/N y, a partir de ahora, se denominara modelo
Brcal/P53.

1.1.2. Modelo FVB/N — Tg(MMTV-Neu)202Mul/J

El modelo FVB/N — Tg(MMTV-Neu)202Mul/J es un ratén transgénico en fondo
genético FVB/N, portador del proto-oncogén ErbB2/Neu, expresado bajo el promotor
LTR (repeticion terminal larga) del virus del tumor mamario de ratbn o mouse
mammary tumor virus (MMTV). Este modelo fue generado por Guy et al.>*® y se obtuvo

de los laboratorios Jackson.
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El raton sobreexpresa un transgén que incluye la secuencia salvaje del gen ErbB2/Neu
de rata, bajo la region promotora anteriormente mencionada del MMTV. Ademas,
contiene secuencias de splicing alternativo y poliadenilacién procedentes del
poliomavirus SV-40, que aportan mayor estabilidad al transcrito. En el raton macho, el
transgén no produce cambios fenotipicos, y se expresa en bajos niveles en el epitelio
mamario normal, timo, bazo, glandulas salivales, pulmones y testiculos. En ratones
hembra, con fondo genético FVB, la expresion del transgén induce en la mama la
aparicion de adenocarcinomas focales, rodeados de tejido mamario hiperplasico, con
un periodo de latencia entre ocho y doce meses. Ademas, estos ratones desarrollan
metastasis pulmonares multifocales con una incidencia del 70% a partir de los nueve
meses de edad. El promotor LTR del MMTV contiene elementos de respuesta para
glucocorticoides, andrégenos y progesterona. Esto hace que el grado de expresion de
los genes bajo el control de este promotor, esté altamente influido por los niveles de
esas hormonas, lo que provoca un incremento en la expresion del transgén ErbB2/Neu
durante el embarazo. Por ello, tras el estado de gravidez, estos ratones desarrollan
tumores de mama mas agresivos, con una latencia de aparicion del tumor de siete

meses. A partir de ahora, se denominara modelo ErbB2/Neu.

1.1.3. Modelo RFP; K14-Cre; Brcal™ p53f

Este modelo se obtuvo del cruce entre el ratbn Brcal/P53, anteriormente descrito (en
la seccion 1.1.1 de material y métodos), con el ratén reporter C57BL/6-
Gt(ROSA)26™* obtenido del repositorio INFRAFRONTIER/EMMA y generado por el
grupo del Dr. Fehling en el Instituto de Inmunologia de la Universidad Clinica de Ulm,
Alemania °, Este raton es un knock-in que sobreexpresa la proteina roja fluorescente
(RFP, del inglés Red Fluorescent Protein) bajo el promotor del ROSA26. El gen que
codifica la RFP tiene en el extremo 5 un coddén de stop flanqueado por dos sitios
LoxP. La recombinasa Cre reconoce estos sitios LoxP y deleciona el codén de stop, lo
que permite la sintesis de la proteina RFP. Tras el cruce con el modelo de raton K14-
Cre; Brcal™ P53" algunas de las células epiteliales que expresan K14 pierden los
exones floxeados de los dos alelos de Brcal y P53, y también se remueve el codén de
stop y expresan RFP, emitiendo fluorescencia roja. El porcentaje de células epiteliales
de la glandula mamaria que pierden Brcal y P53 y emiten fluorescencia es del 5 al

30%. A partir de ahora, se denominara modelo RFP+.
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1.2. Grupos de estudio
Los ratones se dividieron en diferentes grupos de estudio:
- Nuliparas: ratones hembra que no tuvieron ningn embarazo.

- Multiparas con lactancia: ratones hembra que tuvieron dos embarazos con sus

respectivos periodos de lactancia. Estos ratones fueron puestos en cruce a las
6 semanas de edad. La duracién del embarazo en el raton es de 21 dias,

seguidos de 21 dias adicionales de periodo de lactancia.

- Nuliparas tratadas con pasireotide: ratones hembra que no tuvieron embarazo.

Se comenz6 a administrar pasireotide a las ocho semanas de edad; después

de esa primera dosis, las siguientes fueron cada 28 dias.

- Multiparas con lactancia tratadas con pasireotide: ratones hembra que tuvieron

dos embarazos consecutivos con sus respectivos periodos de lactancia. Entre
los siete y diez dias después del segundo periodo de lactancia, comenzaron el
tratamiento con pasireotide. Después de la primera dosis, las siguientes fueron

cada 28 dias.

Los estudios realizados en el modelo de raton ErbB2/Neu Unicamente se llevaron a
cabo en nuliparas con y sin tratamiento, ya que, como se ha indicado en su
descripcion, el embarazo exacerba la latencia y el comportamiento tumoral por la
induccién del transgén por hormonas del embarazo. Obviamente, ello dificulta los
estudios de proteccion frente al cancer de mama mediada por el embarazo. Sin
embargo, los estudios con los modelos Brcal/P53 y RFP+, fueron realizados tanto en
los grupos de nuliparas como de multiparas; todos ellos, con y sin tratamiento, bajo las

pautas descritas anteriormente.

Los grupos de estudio se dividieron en dos cohortes con diferente evolucion temporal

denominadas cohorte longitudinal y transversal.

- Lacohorte longitudinal la formaron ratones tratados y sin tratar, en los que se
evaluo (i) la susceptibilidad al cAncer de mama y (ii) su posterior evolucién. Por
lo que en esta cohorte se determinaron: a) variables o patofenotipos de
susceptibilidad y evolucién tumoral (ver apartado 1.4. de material y métodos) y
b) variables moleculares y celulares, asociadas a la susceptibilidad y evolucion
de la enfermedad, y que podrian estar implicadas en el diferente

comportamiento de esta.
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Los ratones fueron sacrificados cuando el tumor de mama alcanz6 25 mm en
su diametro mayor, si un tumor de piel superé 1 cm de didmetro, o cuando el
deterioro del ratén era evidente y obligé a su sacrificio. Entre los signos de
deterioro se incluyen adelgazamiento con pérdida del 25% del peso inicial,
erizamiento del pelo, taquipnea, o ulceracion de los tumores. Los grupos que
formaron esta corte fueron: (i) nuliparas Brcal/P53 (N=35); (ii) nuliparas
Brcal/P53 tratadas con pasireotide (N=33); (iii) multiparas con lactancia
Brcal/P53 (N=32); (iv) multiparas con lactancia Brcal/P53 tratadas con
pasireotide (N=35); (v) nuliparas ErbB2/Neu (N=28) y (vi) nuliparas ErbB2/Neu
tratadas con pasireotide (N=32) (Figura 5).

Nuliparas Brcal/P53 . >
Dosis cada 28 dias
Nuliparas Brcal/P53 E //f f} f f »”f f /y .
Pasireotide

Embarazo Embarazo

Multiparas con ; ;

»

lactancia Brcal/P53 T T >
Embarazo Embarazo Dosis cada 28 dias
Multiparas con % //f f jf f
lactancia Brcal/P53 } } / ; NS
Pasireotide

Nuliparas Erbb2/Neu . B

Dosis cada 28 dias

Nuliparas Erbb2/Neu - e f f e éég ’4& /f R

Pasireotide =% C &=

Figura 5. Esquema representativo de la cohorte longitudinal. Se indican los seis grupos de
ratones de los modelos Brcal/P53 y ErbB2/Neu, en las que se evalud la susceptibilidad al
cancer de mama y su posterior evolucion. Figura creada con BioRender.

- La cohorte transversal se generé para estudiar los diferentes parametros
moleculares y celulares que pudieran estar implicados en la proteccion frente al
cancer de mama, pero sin estar influidos por la edad. Por ello, todos los
ratones de esta cohorte fueron sacrificados a la misma edad. Asi, los ratones
nuliparas se sacrificaron a los 160 — 170 dias de vida; y los ratones multiparas
con lactancia, se sacrificaron 60 dias después de finalizar el segundo
embarazo con su correspondiente periodo de lactancia (Figura 6). El nimero
de ratones que formaron los grupos de la cohorte transversal, tanto en régimen

de tratamiento como sin él, fue de 5 a 10 animales por grupo.
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Los animales fueron estabulados en el Servicio de Experimentacion Animal de la
Universidad de Salamanca, bajo condiciones libres de patégenos (SPF). Las practicas
a las que fueron sometidos estan amparadas por el Real Decreto 1201/2005, de 10 de
octubre, del Ministerio de Agricultura, Pesca y Ganaderia sobre la “Proteccién de los
animales utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos”, de acuerdo con
las disposiciones de la Unién Europea. El proyecto fue evaluado positivamente por el

Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca (numero de referencia 0000486).
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Figura 6. Esquema representativo de la cohorte transversal. Se muestran los ocho grupos
evaluados de los modelos de raton Brcal/P53 y RFP+ sacrificados todos ellos a la misma edad
(160-170 dias). Figura creada con BioRender.

1.3. Preparacion y administraciéon del farmaco

El farmaco Pasireotide-Long Administration Release (Pasireotide-LAR o Signifor-LAR),
generosamente cedido por Novartis, se administré por via subcutanea a una dosis de
40 mg/Kg cada 28 dias, a una concentracién del farmaco de 20 mg/ml?°, El farmaco
se diluyé en un excipiente complejo, cada mililitro de diluyente se compone de 45 mg
de D-manitol (#M4125, Sigma-Aldrich), 7 mg de carboximetilcelulosa sédica (#21902-
100G, Sigma-Aldrich) y 4 mg de poloxamero 188 (Kolliphor® P188, #15759-1KG,
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Sigma-Aldrich), disueltos en agua destilada?®'. Para la preparacion del diluyente, se
llevé agua destilada a ebullicion y se afiadié poco a poco la carboximetilcelulosa
sbdica, que se fue diluyendo lentamente. Una vez disuelta la carboximetilcelulosa
sbdica, se afadieron el D-manitol y el poloxamero 188, mientras se encontraba en
agitacion continua. Posteriormente, se alicuot6 el diluyente en tubos de 1.5 ml y se

almacend a 4°C.

Previamente a la administracion del farmaco, los ratones se pesaron para calcular la
dosis de farmaco que debian recibir. La administracion de este fue por via subcutanea
con una jeringuilla y aguja estériles (ICO plus 3 Tuberculina 0.5 x 16, #N14085,

Peroxfarma), bajo anestesia con isoflurano (Vetflurane®, #575837-4, Virbac).

1.4. Evaluacién de la susceptibilidad y evolucion del cancer de mama

Los ratones de los distintos grupos de la cohorte longitudinal fueron revisados dos
veces por semana. Se valor6 su estado fisico, asi como la aparicibn de nuevos
tumores de mama mediante la palpacién. A partir de la deteccién del tumor, se evalué
su crecimiento semanal, midiendo con un calibre digital el diametro mayor y el

didmetro menor.

Se consideraron distintos patofenotipos para caracterizar la susceptibilidad y la
evolucion de la enfermedad. Se distinguié entre patofenotipos temporales y

propiamente tumorales.

Patofenotipos temporales:

- Latencia tumoral: se define como el tiempo transcurrido entre el nacimiento del

animal y la aparicién del primer tumor de mama.

- Duracion de la enfermedad: es el tiempo comprendido entre el momento en el
gue se detectd la aparicion del primer tumor de mama y el momento de la

muerte del animal.

- Supervivencia: tiempo de vida de cada ratdn; corresponde a la suma del tiempo

de latencia tumoral mas la duracion de la enfermedad.

Patofenotipos tumorales:

- Incidencia tumoral: definida como el porcentaje de ratones de un grupo que

desarrollaron tumor de mama con respecto al total de animales de ese grupo.
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Multiplicidad tumoral: es el porcentaje de animales que desarrollan dos 0 mas

tumores de mama, con respecto al total de ratones que desarrollaron tumor.

Numero de tumores: es el nimero de tumores de mama que desarrolla un

raton.

Tasa de crecimiento tumoral: se obtiene del valor de la pendiente de la recta
gue se ajusta a la curva de crecimiento tumoral. Esta curva se genero tras
representar el logaritmo en base 10 del volumen tumoral en el eje de
ordenadas, y el tiempo en el eje de abscisas de cada medida. El valor de la
pendiente se normalizé por el promedio de los logaritmos. El calculo del

volumen tumoral se obtuvo con la formula clasica?%?:

Didmetro mayor x Diametro menor?

2

Volumen tumoral =

Incidencia de metéstasis pulmonares: es el porcentaje de ratones que
desarrollaron metastasis pulmonares con respecto al total de ratones que

desarrollaron tumor.

Multiplicidad de metastasis pulmonares: porcentaje de ratones con dos o mas
impactos metastasicos pulmonares, con respecto al total de animales con

metastasis.

Peso tumoral: es el peso del tumor en el momento de la necropsia.

2. Obtencidon y procesamiento de tejidos

2.1. Necropsia y extraccion de tejidos

En todos los grupos de la cohorte longitudinal anteriormente descritos, los ratones se

sacrificaron cuando los tumores alcanzaron 25 mm en su diametro mayor. No

obstante, si el animal mostraba signos de deterioro fisico o de enfermedad avanzada

(como taquipnea, pelo erizado, pérdida del 25% del peso inicial o ulceracion de tumor),

se sacrific6 antes de alcanzar la medida establecida. En el caso de los animales

destinados a la cohorte transversal, el sacrificio se realizd en la fecha convenida. La

eutanasia de los ratones se realiz6 mediante el método de dislocacién cervical

precedida de anestesia con isoflurano (Vetflurane®, #575837-4, Virbac). Este es un
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método de sacrificio no doloroso y que no produce cambios en los 6rganos de estudio;
genera una pérdida de conciencia del animal, seguida de wuna parada
cardiorrespiratoria. La eutanasia se llevd a cabo en habitaciones donde no se
encontraban otros ratones estabulados, y siempre alejados del resto de animales de

experimentacion.

Posteriormente, la necropsia se llevdo a cabo con el material quirdrgico necesario
debidamente esterilizado (pinzas, tijeras quirurgicas, bisturi...). Del animal se
extrajeron las mamas, de las que la cuarta mama inguinal derecha se destiné a
estudios histopatoldgicos. Para ello, se incluyd en un casete y se fij6 en
paraformaldehido al 3.7% tamponado con metanol (#29121100, PanReac AppliChem),
para su posterior inclusion en parafina. El resto de las mamas se destinaron a la
obtencion de organoides (protocolo que se detalla mas adelante). A continuacion, se
llevé a cabo la apertura del abdomen y de la caja toracica para la evaluacion y
extraccion del higado, bazo, pancreas, rifones, corazon y pulmones. Los pulmones se
fijaron durante 24 horas en paraformaldehido para su posterior revisién de posibles
hallazgos metastasicos. El resto de los 6rganos se diseccionaron, y se destiné una
porcion para estudios histopatoldgicos, fijandolos con paraformaldehido; la parte
restante de los 6rganos se congeldé de forma inmediata con nitrégeno liquido y se

almacené a -80°C.

2.2. Procesamiento de los tejidos

Para su correcta fijacion, los Organos estuvieron 24 horas inmersos en
paraformaldehido al 3.7%, tamponado con metanol, a temperatura ambiente.
Posteriormente, se cambiaron las muestras a una solucion de etanol al 70%, a 4°C,

donde se conservaron hasta su tallado.

La técnica del tallado de muestras histopatoldgicas consiste en seccionar y orientar de
forma correcta las muestras para su posterior visualizacién al microscopio. El corte
realizado debe ser lo mas representativo posible de toda la muestra. Por ello, cada
organo requiere un tallado diferente; sin embargo, érganos como la mama o el
pancreas, no requirieron de un tallado previo, se estiraron y orientaron correctamente,
incluyéndolos enteros en parafina. En cambio, érganos como el bazo, corazon o
riiones, fueron seccionados longitudinalmente, con ayuda de pinzas y bisturi. Otros
organos de mayor tamafio, y/o compuestos, como son los pulmones y el higado,
primero fueron separados en sus diferentes l6bulos y, posteriormente, se cortaron en

secciones representativas de los diferentes I6bulos. En el caso de los tumores, se
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realizaron secciones longitudinales de los mismos, para poder incluir la mayor area de
tejido posible. Una vez tallados los o6rganos, se introdujeron en un casete

histopatoldgico para su fijacion e inclusion en parafina.

El proceso de fijacion del tejido se realizdé en un procesador automéatico (Excelsior™
ES Tissue Processor, # A78400006, Thermo Scientific™). Este aparato incluye una
serie de fases con diferentes reactivos (descritos en la Tabla 1), donde, primeramente,
la muestra es deshidratada y el agua es sustituida por una serie de alcoholes, con
concentraciones crecientes progresivas. Finalmente, los alcoholes son sustituidos por
parafina, quedando los intersticios de los tejidos fijados y el 6rgano endurecido en su
totalidad.

Las técnicas histopatoldgicas se llevaron a cabo en el Servicio de Patologia Molecular
Comparada y en el Servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital Universitario de

Salamanca.

Tabla 1. Fases del proceso de inclusion de los tejidos en parafina, realizado en un
procesador automatico.

Proceso Reactivo Tiempo
Fijacion Formol 30 minutos
Alcohol 70% | 1 hora
Alcohol 80% | 1 hora
Alcohol 90% | 1 hora
Alcohol 100% | 3 horas
Aclaramiento Xileno 3 horas
Inclusion Parafina 4 horas

Deshidratacion

Una vez concluido el procesamiento de las muestras, éstas se extrajeron del
procesador y se llevaron a una estacion de inclusién en parafina. En ella, mediante
unos moldes y un dispensador de parafina caliente, se construyé un bloque de
parafina que incluye el érgano, correctamente orientado, para su posterior corte con el

microtomo.

Cuando se obtuvo un bloque de parafina completamente frio y lo suficientemente
sélido, se realizaron cortes del tejido de 2 um de grosor, mediante un microtomo
manual de rotacion (Leica RM2255). Se seleccionaron los dos o tres mejores cortes y
se introdujeron en un bafio con agua a 50°C, para estirar el fragmento cortado y

facilitar la adherencia de las muestras en el portaobjetos.
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2.3. Tincién con hematoxilina — eosina

La tincidbn con hematoxilina y eosina es una de las técnicas mas habituales de tincion
de tejidos en cortes histopatoldgicos. Es usada de forma rutinaria en investigacién y en
la clinica, por su utilidad, sencillez y bajo coste. La hematoxilina es un compuesto
cationico que tifie de color azul las estructuras &cidas, como son los nucleos. La
eosina tiene naturaleza anibnica y tifie de color rosaceo los componentes bésicos,

como el citoplasma celular.

Esta tincion se llevé a cabo en todos los 6rganos y tumores recogidos, mediante la
bateria de tincibn manual, siguiendo el protocolo de tiempos y reactivos mostrados en
la Tabla 2.

Tabla 2. Fases del protocolo de tinciéon con hematoxilina y eosina.

Proceso Reactivo Tiempo
Histoclear 1 5 minutos
Desparafinado H?stoclear 2 5 m@nutos
Histoclear 3 5 minutos
Histoclear (50%) + Alcohol 100% (50%) | 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos
Rehidratacion Alcohol 90% 5 m?nutos
Alcohol 80% 5 minutos
Agua destilada 5 minutos
Hematoxilina de Harris 10 minutos
Tincion Agua destilada (lavado) 20 minutos

Eosina 0,5% + acido acético

30 segundos

Deshidratacion

Agua destilada

25 segundos

Alcohol 80%

25 segundos

Alcohol 90%

25 segundos

Alcohol 100%

25 segundos

Histoclear (50%) + Alcohol 100% (50%)

25 segundos

Histoclear

25 segundos

Histoclear

25 segundos

Histoclear

25 segundos

Una vez finalizado el proceso de tincion, se montaron las muestras afladiendo una
gota de fijador no acuoso, DPX (#100579, Merck Millipore), que es una resina acrilica
con base de xileno que se seca rapidamente y no decolora. Sobre ella se coloca un

cubreobjetos de tamafio acorde con el de la muestra.
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3. Protocolos generales de los estudios in vivo

3.1. Extraccion de DNA de tejidos

Para la extraccion de DNA de tejidos, previamente, se hizo una digestion con
proteinasa K. Asi, a cada muestra se afiadieron 500 ul de buffer de lisis (Tris 1 M a pH
8, acido etildiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M, SDS 10% y NaCl 5 M) y 2 ul de
proteinasa K (20 mg/ml) (#3115879001, Roche), y se incubé a 55°C toda la noche. La
proteinasa K es una proteasa endolitica que degrada las proteinas unidas al DNA,
reduciendo asi las contaminaciones y protegiendo los acidos nucleicos de la accién de

las nucleasas.

Después, se afiadieron a cada muestra 500 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1) (#136112-00-0, Sigma-Aldrich), se mezcl6 y se pasé todo el volumen a un
tubo que contiene una matriz en fase gel (Phase Lock Gel, #2302800, 5 Prime).
Posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos a 12000 rpm, para separar la fase
acuosa con el DNA de la fase organica, que contiene las proteinas y las sustancias
insolubles, que quedan atrapadas en la matriz gelificada del fondo. Seguidamente, se
afiadieron 500 pl de cloroformo (#1024451000, Sigma-Aldrich) y se mezclo el
contenido para eliminar restos de fenol residual de la fase anterior. Se centrifugo
durante 5 minutos a 12000 rpm, se recogi6 el sobrenadante y se precipité el DNA en
un volumen de 1 ml de isopropanol (#33539, Honeywell Riedel-de-Haen). En esta fase
se suele visualizar el DNA en forma de “ovillo”. Después, cada muestra se centrifugé
durante 5 minutos a 12000 rpm y se decant6 el sobrenadante con precaucion, para no
perder la muestra. A continuacién, se lavé el pellet de DNA con 500 pl de etanol al
70%, para eliminar las sales concentradas que precipitan junto al DNA. Por ultimo, se
centrifugd la muestra durante 5 minutos a 12000 rpm. Tras eliminar el sobrenadante y
dejar que se evaporase el etanol residual, se resuspendié el DNA en 100 ul de buffer
TE (Tris 100 mM a pH 8, EDTA 1 mM) y se homogeneizé durante al menos 1 hora en

agitacion orbital a temperatura ambiente.

3.2. Extraccion de RNA de tejidos

Antes de la extraccion de RNA, se limpi6 el area de trabajo con un producto especifico
gue elimina las RNasas, RNase Exitus Plus (#A71530500, PanReac AppliChem). A
continuacion, se secciono el tejido almacenado a -80°C, en fragmentos de 5 a 30 mg.

Para la extraccion de RNA, se usO el kit comercial Qiagen miRNeasy Mini Kit
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(#217004, Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento de muestra
congelado se introdujo en un tubo con esferas de cerdmica (Precellys Lysing Kit,
#P000918-LYSKO0-A, Bertin Technologies) para triturar el tejido. Ademas, al tubo se
afadieron 700 pl de Qiazol (#1023537, Qiagen). El tejido se trituré en un
homogeneizador (FastPrep 24™ 5G, #116005500, MP Biomedicals), dando dos
pulsos de intensidad 5.5 de 10 segundos de duracion cada uno. El homogeneizado se
incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente; seguidamente, se afiadieron 140 pl
de cloroformo y se agitd la muestra vigorosamente durante 15 segundos. El resultado
fue una mezcla homogénea de color rosaceo que se dejo reposar durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Después, se centrifug6 la mezcla durante 15 minutos a 12000
rpm y a una temperatura de 4°C, separando asi la fase acuosa (sobrenadante) de la
fase organica que quedd en el fondo. Se pasé la fase acuosa, con cuidado de no
transferir la interfase, a un nuevo tubo de 1.5 ml libre de RNasas (#20170-038, VWR)
al que se le afiadieron 525 ul de etanol al 100%. Se mezclé la muestra y se paso a
una columna, incluida en el kit de extraccion, que retiene el RNA. Se centrifugd
durante 15 segundos a 12000 rpm vy, tras la centrifugacion, se elimin6 el liquido
recogido por el tubo colector de la columna. Seguidamente, se afiadieron 700 pl de
buffer RWT a la columna, se centrifug6 a 12000 rpm durante 15 segundos y se
desecho el liquido almacenado en el tubo colector. A continuacion, se hicieron dos
lavados con 500 ul de buffer RPE, se centrifugé a 12000 rpm durante 15 segundos el
primer lavado y durante 2 minutos el segundo. Tras los dos lavados, se cambié la
columna a un tubo de 2 ml (Eppendorf) y se centrifugd a maxima potencia (212000
rpm) durante 1 minuto. Se cambié la columna a un tubo de 1.5 ml libre de RNasas
(#20170-038, VWR), donde después quedaria almacenada la muestra, se afiadieron
37 pl de agua libre de RNasas a la columna, dejandolo reposar durante 2 minutos,
para favorecer la dilucion del RNA en el agua, y se centrifug6 el tubo durante 1 minuto
a 12000 rpm. A partir de ese momento, el RNA se manejé siempre en hielo, hasta ser

almacenado en un congelador a — 80°C.

3.3. Cuantificacion de la concentraciéon de acidos nucleicos

Una vez extraido el DNA o RNA de las muestras, se cuantific6 su concentracion y
pureza mediante la medicién de la absorbancia a 230, 260 y 280 nm de longitud de
onda con un microespectrofotometro Nanodrop ND-1000. Las ratios entre la
absorbancia a 260 nm y 280 nm, y entre 260 nm y 230 nm, se usaron como

indicadores de pureza de la muestra. Asi, valores cercanos o mayores de 2 de la ratio

56



Material y métodos

260/280, tanto en RNA como en DNA,; y valores mayores de 2 en el RNA 'y de 1.8 en
el DNA de la ratio 260/230, indican que los acidos nucleicos son de la pureza

adecuada para llevar a cabo los estudios subsiguientes.

4. Protocolos especificos de los estudios in vivo

4.1. Genotipado de los ratones

4.1.1. Deteccién de los alelos recombinados de Brcal y P53, de la presencia del

transgén citoqueratina 14-Cre y de la RFP mediante PCR

Para identificar la delecion de los genes Brcal y P53 en el modelo de ratén Brcal/P53,
se realizaron cinco reacciones de PCR en el DNA extraido de la cola. Para ello, se
cortd un pequefio fragmento de cola (3-4 mm) en el momento del destete, para lo que
se utilizé un sistema de calor (Hot bead sterilizer, #18000-45, F.S.T.) que permite de

forma simultanea la hemostasia, esterilidad y cauterizacion en el momento del corte.

Una vez realizada la extraccion del DNA de cola, se determiné la presencia del
transgén K14-Cre-recombinasa, mediante la detecciéon de la secuencia del promotor
de la K14; y de los alelos salvajes (wt) y delecionados (ko) de Brcal y P53. Para
identificar los alelos salvajes, se disefiaron oligonucleotidos especificos de regiones
proximas a los sitios LoxP, localizados en el intron 3 de Brcal (Brcal-int3-fwd y Brcal-
int3-rev) y en el intron 10 de P53 (P53-int10-fwd y P53-int10-rev). Para identificar el
alelo delecionado de Brcal, se utilizé el oligonucleétido forward (Brcal-int3-fwd) de la
anterior reaccion, con un nuevo oligonucleétido reverse (Brcal-int13-rev), situado en el
intrén 13. En el caso de P53, se utilizé el oligonucledtido reverse (P53-int10-rev) de la
reaccion anterior, con un nuevo oligonucle6tido forward (P53-intl-fwd) en el intron 1.
Cuando no hay delecién, esta segunda reaccion no se puede producir porque el
fragmento a amplificar es demasiado grande, y s6lo hay producto de la amplificacién
cuando se han perdido los exones situados entre los sitios LoxP de cada gen (Figura
7).

En el modelo de ratén RFP, ademas, se identificd la presencia del gen RFP con otras
dos reacciones, una frente al alelo wt y otra frente al alelo que contiene el knock-in,

siguiendo la misma estrategia usada para identificar los alelos de Brcal y P53.
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Figura 7. Esquema conceptual de la delecién de Brcal y de P53, y su detecciéon por PCR.
Las lineas representan los intrones y las cajas los exones. Los tridngulos negros indican los
sitios LoxP. Las flechas rojas sefialan la zona de reconocimiento de los oligonucleétidos.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados fueron las siguientes:

K14Cre-fwd: 5-ACCCGAGCACCTTCTCTTCAC-3’
K14Cre-rev: 5-CATCACTCGTTGCATCGA-3’
Brcal-int3-fwd: 5-TATCACCACTGAATCTCTACCG-3’
Brcal-int3-rev: 5-GACCTCAAACTCTGAGATCCAC-3
Brcal-int13-rev: 5-TCCATAGCATCTCCTTCTAAAC-3’
P53-intl-fwd: 5-CACAAAAACAGGTTAAACCCAG-3’
P53-int10-fwd: 5-AAGGGGTATGAGGGACAAGG-3’
P53-int10-rev: 5-GAAGACAGAAAAGGGGAGGG-3’
RFP-HL15-fwd: 5-AAGACCGCGAAGAGTTTGTCC-3’
RFP-HL54-fwd: 5-TAAGCCTGCCCAGAAGACTCC-3’
RFP-HL154-rev: 5- AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3

En todos los casos anteriores, para la reaccion de PCR se mezclaron 1 pl del DNA
obtenido de cola (50 ng), 2 ul de oligonucledétidos especificos forward y reverse (5 uM),
2 ul de dNTPs (2.5 mM) (#20.031-4179, Biotools), 2 ul de buffer 10x, 0.6 ul de MgCl,
(50 mM), 0.12 pl de Taq polimerasa (5 U/ul) (NZYTaq Il DNA polymerase, #MB35401,
Nzytech) y 10.28 pl de H20.

A continuacion, la reaccion de PCR para detectar K14-Cre, Brcal y P53 se realizé con
el siguiente programa de ciclos de temperatura: 94°C durante 2 minutos; 30 ciclos,
cada uno de ellos compuesto por los tres pasos siguientes: 94°C durante 30
segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 50 segundos; y, por ultimo, un

ciclo Ginico de 72°C, durante 5 minutos.
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En el caso de la deteccion del gen RFP, el programa de PCR fue: 95°C durante 5
minutos; 35 ciclos, cada uno de ellos compuesto por tres pasos de: 94°C durante 10
segundos, 62°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos; Yy, por ultimo, 72°C

durante 5 minutos.

Posteriormente, el producto de PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al
1%, marcado con Midori Green (#MB13201, Nzytech), un intercalante del DNA no
toxico, que emite luz visible cuando recibe luz ultravioleta. Por Gltimo, para conocer el

resultado del genotipado de los ratones, el gel se fotografié bajo luz ultravioleta.

4.1.2. Deteccion del transgén MMTV-ErbB2/Neu mediante PCR

Para identificar los ratones que portaban el transgén MMTV — ErbB2/Neu en su
genoma, se realiz6 una PCR de DNA extraido de la cola del ratén, obtenida como se

detalla en la seccion previa, 4.1.1.

La mezcla utilizada en cada reaccion de PCR fue: 1 ul del DNA extraido de la cola (50
ng), 2 ul de oligonucledtidos especificos forward y reverse (5 uM), 2 ul de dNTPs (2.5
mM) (#20.031-4179, Biotools), 2 ul de buffer 10x, 0.8 pl de MgCl, (50 mM), 0.12 pul de
Taq polimerasa (5 U/ul) (NZYTaq Il DNA polymerase, #MB35401, Nzytech) y 10.08 pl
de H2O.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para detectar el transgén fueron:

MMTV-Neu-fwd: 5-TTTCCTGCAGCAGCCTACGC-3’
MMTV-Neu-rev: 5-CGGAACCCACATCAGGCC-3’

El programa de PCR que se utilizé fue: 94°C durante 5 minutos; después, 12 ciclos
compuestos cada uno de ellos por los 3 pasos siguientes de 94°C durante 20
segundos, 64°C durante 30 segundos (en cada ciclo, esta temperatura de anillamiento
fue descendiendo 0.5°C, desde los 64°C hasta los 58°C), y 72°C durante 35 segundos;
después, el programa continué con 25 ciclos, cada uno de ellos incluyé los tres pasos
siguientes: 94°C durante 20 segundos, 58°C durante 30 segundos y 72°C durante 35
segundos; por ultimo, se afiadid un ultimo paso de 72°C durante 5 minutos, para

completar la extension de los fragmentos amplificados.

A continuacion, el producto de PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al
1%, teflido con Midori Green (#MB13201, Nzytech), para ver el resultado a través de

un transiluminador con luz ultravioleta.
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4.2. Obtencién de organoides derivados de mamas de ratén

Para obtener una suspension enriquecida en células epiteliales de mama de ratén, de
las que obtener RNA y proteinas, se obtuvieron organoides de mamas de ratén 263,
Para ello, una vez extraidas las mamas en la necropsia del raton, éstas fueron
disgregadas mecanicamente mediante cortes con dos bisturis. Seguidamente, se
incubaron en un volumen de 10 ml de medio suplementado (DMEM/F12 (50%/50%),
5% de suero bovino fetal y 1% de penicilina/estreptomicina); al que se anadieron 1.25
ml de colagenasa (6000 U/ml) (#C2674, Sigma-Aldrich), enzima proteolitica obtenida
de Clostridium hystolyticum, que degrada el coldgeno; y 1 ml de tripsina, al 2.5%
(#15090046, ThermoFisher Scientific), enzima que hidroliza los enlaces peptidicos de
las proteinas. La digestibn enzimética se realiz6 durante 30 minutos a 37°C, en
agitacion orbital a 100 rpm. Tras la incubacion, se centrifugé cada muestra durante 5
minutos a 1200 rpm a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, se obtuvieron tres
fases: la superior, enriquecida en grasa derivada de las mamas; la intermedia, mas
acuosa, y, por ultimo, en el fondo, el pellet sélido, donde se encuentran los organoides.
Mediante el aspirado con una bomba de vacio se eliminaron las dos primeras fases,

dejando Unicamente el pellet.

Al pellet obtenido se le afiadieron 4 ml de PBS suplementado con un 2% de suero
bovino fetal y 119 ul de DNasa (676 U/ml) (#DN25, Sigma-Aldrich). Se disgregé el
pellet agitdndolo cuidadosamente y se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugdé durante 5 minutos a 1200 rpm a temperatura
ambiente. Finalizada la centrifugacion, se aspird el sobrenadante y se realizaron tres
lavados con 4 ml de PBS frio, suplementado con suero bovino fetal al 2%, dando un
pulso de 1500 rpm durante 5 segundos y decantando el sobrenadante entre los
lavados. Por ultimo, se afiadi6 1 ml de PBS suplementado frio y se repartié en dos
tubos de 1.5 ml libre de RNasas, que se centrifugaron durante 5 minutos a 2200 rpm a
una temperatura de 4°C. Tras la centrifugacion, se retiré el sobrenadante con una

pipeta P200 y se congel6 el pellet de forma rapida con nitrégeno liquido.

4.3. Disociacion de las mamas y evaluacion de las subpoblaciones epiteliales de

la glandula mamaria mediante citometria de flujo

Una vez extraidas las mamas del raton, se incubaron en un tubo de 50 ml (Falcon,
#352070, ThermoFisher Scientific) con 9 ml de medio DMEM/F-12 (#11554546,
ThermoFisher Scientific), 500 pl de colagenasa (6000 U/ml) (#C2674, Sigma-Aldrich) y
500 ul de hialuronidasa (2000 U/ml) (#H3506, Sigma-Aldrich), a una temperatura de
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37°C durante 16 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se disgregaron los
restos de tejido mediante pipeteo durante 30 segundos, y se centrifugdé la muestra
durante 5 minutos a 350 g y a temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y
se resuspendid el pellet formado en 2 ml de buffer ACK (ACK Lysing Buffer, #A10492-
01, ThermoFisher Scientific) para lisar los eritrocitos presentes en la muestra. Se
incubd la muestra disgregada en el buffer ACK durante 5 minutos a temperatura
ambiente y, posteriormente, se centrifugd a 350 g durante 5 minutos. Tras la
centrifugacion, se descartdé el sobrenadante y se afadidé 1 ml de tripsina (Trypsin-
EDTA 0.25% phenol red, #25200056, ThermoFisher Scientific) a 37°C. Se resuspendio
el pellet mediante pipeteo durante 2 minutos. Después, se afiadieron 10 ml de solucion
salina (Gibco HBSS, #14025-092, ThermoFisher Scientific) suplementada con tampén
HEPES 10 mM (#15630106, ThermoFisher Scientific) y 2% de suero bovino fetal que,
en este contexto, mejora la viabilidad celular y detiene el efecto de la tripsina.
Posteriormente, cada muestra se centrifugé durante 5 minutos a 350 g, a temperatura
ambiente. A continuacion, se descart6 el sobrenadante y se afiadié 1 ml de la solucion
salina tamponada (llamada HF, a partir de ahora) y 100 pl de DNasa (676 U/ml)
(#DN25, Sigma-Aldrich) precalentada a 37°C; se pipete6 cuidadosamente durante 1
minuto durante la accién de la DNasa y, después, se afiadieron 5 ml de HF frio, para
detener la accion de la DNasa. Se filtr6 la mezcla a través de un filtro de 40 um (Cell
Strainer, #352340, Corning) y se lavé con 5 ml de HF frio. Se centrifugd durante 5
minutos a 350 g, a 4°C de temperatura y se eliminé el sobrenadante tras la

centrifugacion.

Posteriormente, se resuspendi6 el pellet en 5 ml de HF frio y se distribuy6 en tubos de
citometria con filtro de 35 um. Asi, 4/5 de la muestra se destinaron para el
inmunomarcaje y el 1/5 restante se destind6 como control sin marcar. Cada muestra se
centrifugd durante 5 minutos a 1200 rpm a 4°C y después se decant6 el sobrenadante.
Se afadieron 52 pl de solucion de bloqueo, formada por 50 pyl de HF y 2 pl de
anticuerpo anti-CD16/CD32 (#MO16PU (V500), ImmunoStep), se aplicé un vértex
suave y se incubo durante 10 minutos a 4°C. A continuacion, se afiadieron 50 pl de
soluciéon de inmunomarcaje (cuya composicion de anticuerpos esta detallada en la

Tabla 3) al tubo del estudio y 50 pl de HF al tubo control.

Después, cada muestra se mezclé con un vortex suave y se incub6é durante 30
minutos en oscuridad y a una temperatura de 4°C. Tras la incubacioén, se afiadieron 4
ml de HF frio a cada tubo y se centrifugé cada muestra durante 5 minutos a 1200 rpm
a 4°C. Después, se descartd el sobrenadante y se afiadieron 100 pl de HF frio a cada

tubo, que se mantuvo en oscuridad y a 4°C, hasta el momento de la adquisicién en el
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citbmetro. Antes de la adquisicién, se afiadi6 1 pl de marcador de viabilidad, Dye
eFluor™ 506 (#65-0866-14, Invitrogen). Por dltimo, se adquirieron las muestras en el
citometro LSR Fortessa X-20 Cell Analycer (BD Biosciences) del Servicio de
Citometria de la Universidad de Salamanca. Este citdmetro es capaz de detectar hasta
20 marcadores de manera simultanea. El andlisis posterior de los datos se realiz6é con

el programa FlowJo V10 (Treestar, California).

Tabla 3. Lista de anticuerpos de la solucion de inmunomarcaje.

Anticuerpo | Fluorocromo | Dilucion Casa comercial | Referencia
CD45 FITC 1:100 BD Biosciences | 553080
CD140 FITC 1:100 Invitrogen 11-1401-82
CD31 FITC 1:100 BD Biosciences | 553372
Terll9 FITC 1:100 BD Biosciences | 557915
CD49of APC 1:100 eBioscience 17-0495-80
CD29 APC — Cy7 1:100 BioLegend 102226
CD61 Bv421 1:100 BD Biosciences | 566227
Scal PerCP - Cy5 | 1:100 Invitrogen 45-5981-80
EpCAM PE — Cy7 1:200 InmunoStep M326PC7

4.4. Deteccién mediante inmunohistoquimica de la expresién de Ki67 en mamas

de ratdon

La proteina Ki67 es un marcador celular de proliferacion usado comdnmente en
inmunohistoquimica. Esta proteina esta presente en todas las fases del ciclo celular,
pero ausente en las células quiescentes. Su deteccibn a través de técnicas
inmunohistoquimicas la han convertido en una herramienta muy util para evaluar el
indice de proliferacién celular de un tejido. Particularmente, en cancer de mama, se
usa para la clasificacion y evaluacion del pronéstico, y para complementar la

informacién a la hora de tomar decisiones terapéuticas?.

La reaccion de inmunodeteccién de Ki67 se realizd6 en el Servicio de Patologia
Molecular Comparada del Centro de Investigacion del Cancer. Tras la inclusion de las
mamas en bloques de parafina, se realizaron cortes de 3 um de grosor. Los cortes se
“pescaron” en portaobjetos especialmente tratados para este tipo de técnicas (Leica
BOND Plus Slides, #S21.2113.A, Leica), cargados positivamente para favorecer la
adherencia de las muestras. El proceso de inmunomarcaje se llevd a cabo mediante
una estacion Discovery ULTRA de Roche. En este equipo se realiza el desparafinado

de las muestras en los portaobjetos y las distintas incubaciones con los anticuerpos,
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completando las reacciones de inmunohistoquimica de forma homogénea y en poco

tiempo.

De forma resumida, el protocolo que desempefié el aparato fue el siguiente: primero,
se realizé el desparafinado de las muestras; para ello, se calentaron los portaobjetos a
69°C. A continuacion, se realizd un acondicionamiento de las muestras, que consistio
en el desenmascaramiento del epitopo, mediante la incubacion de las muestras en un
buffer que contiene TRIS 100 mM y EDTA 10 mM a pH 8, a una temperatura de 100°C
durante 32 minutos. Después, de forma manual, se aplico el anticuerpo primario
(Rabbit Anti-Human Ki-67 Monoclonal Antibody (Clone SP6), #MAD-020310Q, Master
Diagnostica) con una dilucion 1:50 y se incubaron las muestras a 37°C durante 60
minutos. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron dos lavados
(Discovery Wash (RUO), #07311079001, Roche Diagnostics). Posteriormente, se
incubaron las muestras con el anticuerpo secundario prediluido (OmniMap anti-Rb
HRP, #05269679001, Roche), conjugado con peroxidasa de rabano picante, durante
16 minutos y se revel6 con diaminobencidina (ChromoMAP DAB kit, #05266645001,
Roche). Por dltimo, se hizo una contratincion con hematoxilina, se limpiaron los
portaobjetos y, de forma manual, se mont6 el cubreobjetos aplicando una gota de
resina DPX (#100579, Merck Millipore).

4.5. Deteccién mediante inmunohistoquimica de la expresion de caspasa-3 en

mamas de ratén

La caspasa-3 es una proteina de la familia de las cistein-proteasas, vinculada
directamente con la apoptosis. La expresion de esta proteina aumenta la
vulnerabilidad de las células a la apoptosis, 0 activa por si misma la cascada de

sefalizaciéon de este proceso?®.

La inmunodeteccién de caspasa-3 se realizé en el Servicio de Patologia Molecular
Comparada del Centro de Investigacion del Cancer. Al igual que en la seccién anterior,
este proceso se llevdé a cabo en la estaciéon Discovery ULTRA de Roche. Tras el
desenmascaramiento del epitopo, se aplicé de forma manual el anticuerpo primario
(Cleaved Caspase-3 (Aspl175) Antibody, #9661, Cell Signaling) con una diluciéon 1:200
y se incubaron las muestras a 37°C, durante 60 minutos. Después, se realizaron los
mismos pasos de lavado, incubacion del anticuerpo secundario, revelado y
contratincion que se detallan en la seccion previa, 4.4 de material y métodos. Por
ultimo, se monto el cubreobjetos aplicando una gota de resina DPX (#100579, Merck

Millipore).
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4.6. Cuantificacién del area epitelial ductal en las mamas de ratén

Para la cuantificacién del area epitelial ductal, se tomaron 5 fotografias representativas
de la mama (que no contuvieran sélo grasa y que excluyeran el ganglio que forma
parte de la estructura habitual de la mama del ratén). Las fotografias fueron tomadas
al azar de la parte distal de la mama, tefiida con hematoxilina — eosina. La zona distal
es la regién de la mama mas alejada del cuerpo del animal una vez abierto en
necropsia, siendo esta zona la que se encuentra mas proxima al pezén. Se seleccion6
esta region por ser el area que mayor numero de ductos posee, ya que, en esa zona,
estos convergen hacia la luz del ducto terminal, que desemboca en el pezén. Por ello,
es la zona de la mama con mayor area de tejido epitelial. Las imagenes fueron
tomadas con una camara (Leica ICC50 HD), acoplada a un microscopio Optico Leica
DM750. Se tomaron 5 fotografias a un aumento de 10X en una serie de campos

elegidos al azar.

Una vez tomadas las fotografias de cada mama, estas fueron analizadas con ImageJ.
Este es un programa de procesamiento de imagenes, de dominio publico, programado
en Java, que fue desarrollado en el National Institutes of Health (NIH). ImageJ ofrece
multiples posibilidades, como la muestra y edicibn de imagen, su andlisis y
procesamiento, la creacion de histogramas, graficos o el desarrollo de plugins y
macros. La evaluacion del area ductal se defini6 como el area ocupada por tejido
epitelial, junto con el estroma adyacente periductal, que esta alrededor de las células
epiteliales; ademas, se excluyd la luz ductal y el contenido de la misma. Con la
herramienta de seleccion del programa, se eligi6 manualmente el area total (area de
tejido epitelial mas el area de la luz) y después se seleccioné el area ocupada por la
luz ductal con el fin de excluirla después. Asi, se obtuvo con el programa los
micrometros cuadrados (um?) que ambas superficies ocupaban. Finalmente, se calculd

el porcentaje del componente de area ductal mediante la siguiente férmula:

Area total del ducto — area

Porcentaje del componente de la luzy/o el contenido

. . =— x 100
epitelial del area ductal Area total de la fotografia

4.7. Cuantificacion de la proliferacion del componente epitelial ductal

La evaluacion de la proliferaciéon del componente epitelial ductal, se llevé a cabo
mediante la cuantificacién del nimero de células Ki67 positivas en las mamas de

ratén. Para ello, se tomaron 5 fotografias del inmunomarcaje de Ki67, de la region
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distal de la mama, con la cdmara del microscopio Leica DM1000 a un aumento de
20X.

El procesamiento y la cuantificacion de las imagenes se llevaron a cabo con el
software Leica Application Suite V3.7. Este software integra la camara digital que porta
el microscopio Leica DM1000 con una interfaz que permite capturar, procesar y
analizar las imagenes. Para la cuantificacion de las fotografias, primero, se asignaron
en el programa los pardmetros de color y forma, para lo que se disefid un script para
células positivas y otro para células negativas. Después, se delimit6 manualmente en
el monitor, la region que debia cuantificar el software, excluyendo el componente
adiposo de la mama, y seleccionando Unicamente el tejido epitelial que componia el
ducto (excluyendo también la luz del mismo). Una vez aplicado el script de células
positivas para Ki67, se gener6 un informe con el nimero de células; seguidamente, se
ejecuto el script de células negativas, y se obtuvo un informe similar. Para obtener el

namero de células positivas por campo se aplico la siguiente férmula:

] ) o Células positivas
Porcentaje de células positivas = — — — - x 100
Células positivas + Células negativas

4.8. Cuantificacion de P53 recombinado mediante PCR cuantitativa

Para cuantificar el alelo de P53 recombinado en las mamas de los ratones, primero, se
extrajo el DNA de los organoides generados a partir de las mamas. Después, se
cuantifico la concentracion y se evalu6 la pureza del DNA, siguiendo los protocolos
descritos anteriormente en el punto 3.3. A continuacion, el DNA se diluy6 a una
concentracion de 20 ng/ul para realizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Cuantitativa (QPCR) por el método de Sybr Green. Esta técnica se basa en la
cuantificacion de la emisién de fluorescencia de moléculas de Sybr Green, un
fluoréforo que se une al surco menor de las moléculas de DNA de cadena doble.
Durante la fase de sintesis exponencial de la PCR, por cada ciclo de la reaccion se
duplica la cantidad de producto de PCR y, conforme va aumentando la cantidad de

DNA, también aumenta la sefial fluorescente (Figura 8).

Para llevar a cabo la deteccion y cuantificacién del alelo de P53 recombinado, se
disefiaron dos oligonucledtidos especificos para su reconocimiento. Ademas de P53
recombinado, se amplificé un gen de referencia en todas las muestras para corregir la

sefial obtenida en cada muestra por la carga de DNA gendémico de partida. Para este
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fin, se empled el gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh). Las

secuencias de los oligonuclettidos empleados fueron las siguientes:
P53del-fwd: 5-GAGACGGAGAAAGGGCGACT-3
P53del-rev: 5-CTAGAACTAGTGGATCCCCCG-3
Gapdh-fwd: 5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3

Gapdh-rev: 5-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’

Para cada reaccion de QPCR, se mezclaron 2 ul del DNA extraido de los organoides;
0.15 pl de cada oligonucledtido, forward y reverse (25 uM); 6 pl del buffer de reaccién
Perfecta Sybr Green SuperMix ROX (#95055-500, QuantaBio); y 3.7 ul de agua, para
alcanzar un volumen de reaccién de 12 pl. Las reacciones para determinar P53
recombinado y Gapdh se realizaron por triplicado, en placas de 96 pocillos (Twin-Tec
real time PCR plates 96, #0030132513, Eppendorf), cubiertas herméticamente con un
adhesivo (Optically Clear Adhesive Seal Sheets, #AB-1170, ThermoFisher Scientific).
La QPCR vy la lectura de la sefal se realizé en el termociclador Mastercycler ep
Realplex2 (Eppendorf).

El programa de QPCR consistié en una primera fase de desnaturalizacién del DNA de
doble cadena, a 95°C durante 10 minutos. A continuacion, se sucedieron 40 ciclos de
amplificaciébn, cada uno de los cuales consistio en una primera fase de
desnaturalizacién del DNA a 95°C durante 15 segundos, una fase de anillamiento a
58°C durante 30 segundos y una fase de extension de 72°C durante 30 segundos. La
fluorescencia emitida por el Sybr Green se midié en cada ciclo al final de la fase de

extension.

Al finalizar los 40 ciclos, se controld la especificidad de la reaccion mediante el analisis
de la curva de fusion (o curva de melting). Este andlisis consiste en un aumento
progresivo de la temperatura de 58°C a 95°C, mientras se monitoriza la sefial de
fluorescencia, para determinar la temperatura de desnaturalizacién del producto de
PCR generado anteriormente. Esta temperatura se detecta por un descenso brusco en
la sefal de Sybr Green como consecuencia de su disociacion del DNA
desnaturalizado, y depende del tamafio del producto de PCR y de su secuencia. En
reacciones especificas debe haber un Unico producto de PCR vy, por tanto, un Unico

pico de desnaturalizacion.
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Figura 8. Representacién del programa de QPCR con la curva de melting, junto con el
esquema de la actuacion del Sybr Green en cada fase de la QPCR.

Para el andlisis de los datos se utilizé el método de 222 para estimar la cantidad
relativa (Relative Quantity o RQ) del fragmento P53 recombinado de cada muestra 25°,
En cada reaccion se obtuvo el ciclo limite o Ct (cycle threshold), que es aquel en el
gue la sefal originada por el producto de la reaccién se diferencia del fondo. Para
cada triplicado, se calcul6 el promedio del Ct. El ACt se calcul6 restando al Ct de P53
recombinado, el Ct de Gapdh en cada muestra. Se llevé a cabo una normalizacion
calculando el AACt, restando del ACt de cada muestra problema, el ACt de una
muestra de referencia (en este caso un tumor, en el que todas las células tienen el gen
P53 delecionado). Esta muestra se incluyé en todas las placas y permiti6 comparar
muestras analizadas en diferentes estudios. La RQ de cada muestra se calculd

aplicando la siguiente férmula:

RQ — 2—AACt

4.9. Cuantificacion de la expresion de los receptores de la somatostatina

mediante PCR cuantitativa

Para cuantificar la expresion de los receptores de la somatostatina (SSTRs) en las

mamas de ratdn, primero, se extrajo RNA de las mismas y se cuantific6 como se
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detalla en los puntos 3.2 y 3.3 de esta seccion de material y métodos. Con el RNA
extraido, se procedi6 a la sintesis de cDNA, utilizando el kit Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (#04379012001, Roche). Para cada reaccion de sintesis de cDNA,
se mezclaron 400 ng de RNA total, con 2 ul de random hexamer primers y agua libre
de RNasas, hasta alcanzar un volumen final de reaccion de 13 ul. La mezcla se incubé
a 65°C durante 10 minutos, para favorecer la desnhaturalizacion de la estructura
secundaria del RNA y permitir la unién de los oligonucleétidos al RNA molde.
Seguidamente, se afiadieron 4 pl de buffer de reaccién, junto con 2 ul de dNTPs (10
mM), 0.5 ul de inhibidor de RNasas (40 U/ul) y 0.5 ul de retrotranscriptasa (20 U/ul).
Se sintetiz6 el cDNA mediante la incubacion de la mezcla de forma secuencial,
primero, a 25°C durante 10 minutos y, posteriormente, a 55°C durante 30 minutos,
para amplificar fragmentos de hasta 4 kb. Finalmente, se realizé una incubacion a

85°C durante 5 minutos, para inactivar la retrotranscriptasa.

Ya obtenido el cDNA, se procedié a cuantificar la expresion de los diferentes genes
gue codifican los receptores de la somatostatina mediante QPCR. Para ello,
previamente se disefiaron oligonucledtidos con las secuencias especificas para
reconocer los transcritos derivados de los genes de cada receptor. Ademas, también
se incluyeron oligonucleétidos con secuencias especificas para el reconocimiento de la
expresion de un gen con expresién constitutiva, el de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (Gapdh). Las secuencias de los oligonucleétidos empleados fueron

las siguientes:
MSSTR1-fwd: 5-AGCAGGAAAGGAGGTAGGTGT-3’
MSSTR1-rev: 5-GGGTAGGTGCCAGTCAAGAA-3’
MSSTR2-fwd: 5-GGAGCGACAGTAAGCAGGAC-3’
MSSTR2-rev: 5-CAGGGAATGGGAGACACACT-3
MSSTR3-fwd: 5-TATTGGCTGGGGAAGAGATG-3’
MSSTR3-rev: 5-CAGAGTGGGCAGACTTGTGA-3’
MSSTR5-fwd: 5-AGGGTTGTGAACTGGGTGAG-3
MSSTR5-rev: 5-CCATGGTTGACACCACTCTG-3
Gapdh-fwd: 5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3

Gapdh-rev: 5-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’
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Para cada reaccion de QPCR se mezclaron 2 pl de cDNA total, previamente
sintetizado; 0.15 pl de cada oligonucle6tido forward y reverse (25 uM); 6 pl del mix de
reaccién Perfecta Sybr Green SuperMix ROX (#95055-500, QuantaBio); y 3.4 ul de
agua, para alcanzar un volumen total de 12 pl. Las reacciones se realizaron por
triplicado en una placa de 96 pocillos (Twin-Tec real time PCR plates 96,
#0030132513, Eppendorf), cubiertas herméticamente con un adhesivo (Optically Clear
Adhesive Seal Sheets, #AB-1170, ThermoFisher Scientific). La QPCR y la lectura de la
sefial se realizaron en un termociclador Mastercycler ep Realplex2 (Eppendorf).

El programa de PCR incluy6 una primera fase a 95°C durante 10 minutos, seguido de
40 ciclos formados cada uno de ellos por dos pasos; el primero, a 95°C durante 15
segundos y el segundo de 55°C durante 30 segundos que permite la fase de
anillamiento. La fluorescencia emitida por el Sybr Green se midi6 en cada ciclo al final
de la fase de anillamiento. Por ultimo, se realiz6 el analisis de la curva de fusion (o
curva de melting) aumentando progresivamente la temperatura desde 55°C hasta los

95°C, mientras se hacia una monitorizacion de la sefial de fluorescencia.

El andlisis de los datos se hizo mediante el método de 224¢1255; para calcular la RQ de
expresion de los genes SSTR en cada muestra. El método utilizado fue el mismo que
se empled para cuantificar la recombinacion de P53, con la diferencia de que en el
calculo del ACt se usaron los Ct promedio de los SSTRs, menos el Ct de la Gadph.

Como muestra de referencia (control positivo) se utilizé cerebro de raton.

4.10. Cuantificaciéon de las metastasis pulmonares mediante lupa binocular

Una vez realizada la necropsia y la fijacion de los pulmones en paraformaldehido
durante 24 horas, se llevé a cabo el recuento de las metastasis mediante una lupa
binocular de mesa (Zeiss Stemi 2000). Primero, se separaron los cinco lébulos
pulmonares (4 en el pulmén derecho y un unico l6bulo en el pulmén izquierdo), con
unas pinzas y un bisturi. Se observaron los diferentes I6bulos bajo el objetivo 10x de la
lupa, y se realiz6 un recuento del nimero de metastasis de cada lébulo. La
cuantificacion fue realizada por dos observadores. Seguidamente, para obtener el
calculo del numero de metastasis, se realiz6 la media del total de las mismas vistas
por cada observador. En los casos en que hubo una discrepancia de dos o més

metastasis, se volvieron a evaluar hasta encontrar un consenso.
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4.11. Construccién de librerias para la secuenciacion de RNA mensajero

La construccion de librerias y el analisis de los datos de secuenciacion de RNA
mensajero fueron realizados por la empresa Novogene. De forma resumida, una vez
extraido el RNA de los organoides (seccion 3.2. de material y métodos), se realizé un
control de calidad usando electroforesis en gel de agarosa al 1% para ver la
degradacion del RNA, Nanodrop para verificar la cantidad y la pureza del RNA, y
cuantificacion en el bioanalizador Agilent 5400 para verificar la integridad del RNA
(RIN). Tras ello, se utilizé el Kit Epicenter Ribo-Zero rRNA Depletion (#20040526,
lllumina) para eliminar el RNA ribosomico. El RNA total se selecciond con poli-A,
seguido de una fragmentacion del RNA en fragmentos pequefios. Los fragmentos de
RNA cortados se transcribieron a DNA complementario y se ligaron con adaptadores
utilizando el kit de preparacion de librerias (NEBNext Ultra RNA Library Prep, #E7770,
lllumina). Tras la amplificacion de los fragmentos mediante PCR, las librerias de RNA
se secuenciaron en la plataforma Illlumina NovaSeq 6000 PE150.

5. Modelo experimental in vitro

5.1. Lineas celulares

Para evaluar los efectos del pasireotide in vitro, se utilizaron cuatro lineas celulares,
tres ellas obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
Maryland); y una cuarta, la linea HC11, fue una donacion del Dr. Lluis Montolit del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) de Madrid.

5.1.1. Linea celular HC11

Esta linea deriva del epitelio mamario normal de ratdn. Se trata de un clon sensible a
la prolactina derivado de una linea celular epitelial denominada COMMA 1D, originada
en un ratébn hembra BALB/c gestante. Las células HC11 responden a un coctel de
hormonas que inducen la diferenciacion lactogénica y que incluye: prolactina, insulina
y dexametasona o hidrocortisona. En este proceso de diferenciacion lactogénica las
células muestran vesiculas en el citoplasma, ricas en material proteinaceo y expresan
proteinas de la leche como la beta-caseina®®. Las células HC11 son utilizadas
habitualmente como un modelo in vitro para estudiar la diferenciacion lactogénica y la

involucién postlactancia®®’.
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La linea HC11l crece en adhesion y monocapa con RPMI-1640 (#21875034,
ThermoFisher Scientific), suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Gibco™
Fetal Bovine Serum, #26140079, Fisher Scientific), 1% de penicilina/estreptomicina
(10.000 U/ml), glutamina 200 mM (Gibco™ L-glutamina, #25030081, Fisher Scientific),
5 pug/ml de insulina (#10516-5ML, Sigma-Aldrich) y 10 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico (#RP8661, ThermoFisher Scientific). Para inducir la diferenciacion
lactogénica, se sustituy6 el medio de crecimiento anterior por medio de diferenciacion,
formado por RPMI-1640, suplementado con un 10% de suero bovino fetal, 1% de
penicilina/estreptomicina, 5 pg/ml de insulina, 5 pg de prolactina (Recombinant Murine
Prolactin, #315-16, PeproTech) y 1 ug de hidrocortisona (#H0888, Sigma-Aldrich). Las
células se mantuvieron tres dias en este medio de diferenciacion. Después, para
conseguir un estado de postdiferenciacion, se sustituy6 el medio de diferenciacién por
su medio de crecimiento habitual, donde se matuvieron durante al menos tres dias,

para completar la postdiferenciacion.

5.1.2. Linea celular MCF10A

Es una linea celular humana obtenida de epitelio mamario no tumoral. Estas células se
aislaron de una mujer caucésica de 36 afios, sin antecedentes familiares de cancer de

mama y con una lesién fibroquistica mamaria benigna.

El crecimiento de esta linea celular es en adhesion y en monocapa. Fueron cultivadas
en medio DMEM/F-12 (#11554546, ThermoFisher Scientific), suplementado con un 5%
de suero de caballo (Gibco Horse serum, heat inactivated, New Zealand origin,
#26050088, ThermoFisher Scientific), 1% de penicilina/estreptomicina, glutamina 200
mM (Gibco™ L-glutamina, #25030081, Fisher Scientific), 0.5 pg/ml de hidrocortisona
(#H0888, Sigma-Aldrich), 10 pg/ml de insulina (#10516-5ML, Sigma-Aldrich), 20 ng/ml
de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (#RP8661, ThermoFisher Scientific) y 100

ng/ml de toxina colérica (Cholera Toxin from Vibrio cholera, #C88052, Sigma-Aldrich).

5.1.3. Linea celular HCC1937

Esta linea celular se aisl6 de un carcinoma ductal infiltrante de grado Ill, de una
paciente caucasica de 23 afios, que portaba una mutacion germinal en el gen BRCAL.
Las células fueron descritas como “triple negativas”. La linea posee mutaciones en
homocigosis en 5382C de BRCAL y en el gen RB1. Ademas, presenta una mutacion

adquirida en el gen TP53, con pérdida de los dos alelos de tipo salvaje (wild type), lo
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que provoca la pérdida de expresion de este. También, tiene una delecion
homocigética adquirida en el gen PTEN y una pérdida de heterocigosidad en multiples

loci implicados en la patogenia del cancer de mama?®8,

Estas células son adherentes y presentan una morfologia epitelial. Se cultivaron en
RPMI-1640 (#21875034, ThermoFisher Scientific), suplementado con un 10% de suero
bovino fetal (Gibco™ Fetal Bovine Serum, #26140079, Fisher Scientific), 1% de
penicilina/estreptomicina (#10516-5ML, Sigma-Aldrich) y glutamina 200 mM (Gibco™
L-glutamina, #25030081, Fisher Scientific).

5.1.4. Linea celular AU565

Linea celular aislada del derrame pleural de una paciente caucasica de 43 afios que
padecia un adenocarcinoma de mama, que fue tratada con radioterapia, esteroides,
ciclofosfamida y 5-fluorouracilo. De esta misma paciente, se aislé la linea SK-BR-3
(que no forma parte de este estudio). Las células AU565 tienen una sobreexpresion y
amplificacién del oncogén HER2/NEU, y tienen expresada la versidon oncogénica de
HER3, HER4 y TP53.

Las células presentan un crecimiento adherente. El medio de cultivo empleado fue
RPMI-1640 (#21875034, ThermoFisher Scientific), suplementado con un 10% de suero
bovino fetal (Gibco™ Fetal Bovine Serum, #26140079, Fisher Scientific), 1% de
penicilina/estreptomicina (#10516-5ML, Sigma-Aldrich) y glutamina 200 mM (Gibco™
L-glutamina, #25030081, Fisher Scientific).

5.2. Condiciones de cultivo, mantenimiento y preservacién de las células

Todas las lineas celulares fueron manejadas en campanas de cultivos en condiciones
de esterilidad, cultivadas con medio suplementado en placas estériles y en
incubadores que generan una atmdsfera humeda, con un 5% de CO; y una
temperatura constante de 37°C. Periddicamente, las células fueron sembradas en una
nueva placa para su expansion y/o experimentacion. Para ello, se aspird el medio de
cultivo de la placa, se lavaron con PBS 1X Na*, se aspirdé el medio de lavado y se
afadi6 1 ml de enzimas de disociacion celular (TrypLE ™ Express, #12604-013,
Gibco), se incubaron entre 5 y 10 minutos (dependiendo de la linea celular y las

condiciones de confluencia de la placa), se neutralizaron las enzimas con medio
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completo fresco y se pasd la suspension celular a una nueva placa de cultivo

adecuada al experimento.

Para realizar los experimentos, las células se crecieron hasta alcanzar una confluencia
del 70 — 80%, encontrandose en fase de crecimiento exponencial. Para almacenar las
células se lavaron con PBS 1X Na' y se despegaron con 1 ml de enzimas de
disociacion celular (TrypLE ™ Express, #12604-013, Gibco). Una vez despegadas, se
neutralizaron las enzimas de disociacién celular con medio de cultivo completo y se
centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm. Después, se aspir6 el medio y se
resuspendié el pellet celular en 1 ml de medio de congelacion formado por suero
bovino fetal (Gibco™ Fetal Bovine Serum, #26140079, Fisher Scientific), con un 10%
de dimetilsulfoxido (#D4540-500ML, Sigma-Aldrich). Los crioviales de células se
almacenaron durante 2 horas a -20°C, después se mantuvieron a 80°C durante 24
horas y, por ultimo, se transfirieron a un tanque de nitrégeno liquido para su
almacenamiento a largo plazo. El proceso de congelacion se realizé de forma lenta y

progresiva, para reducir al maximo el estrés osmaético de las células.

El proceso de descongelacién celular se realizé introduciendo el criovial en un bafio
termostéatico a 37°C entre 3 — 5 minutos. Después, las células se afiadieron a una
placa con medio completo y se diluyé el medio de congelacion en el medio de cultivo,
como recomienda la ATCC. La descongelacion de las células se hizo con rapidez,

para evitar la toxicidad del dimetilsulféxido.

5.3. Preparacion del farmaco utilizado en lineas celulares

Primero, se reconstituyé el farmaco, Pasireotide ditrifluoroacetato (#HY-79135,
MedChemExpress), que se encontraba como polvo liofilizado. El vial contenia 1 mg de
farmaco, al que se le afadieron 784.16 pl de dimetilsulféxido como agente diluyente,
obteniendo asi una concentraciéon de trabajo de 1 mM2%270 A continuacion, se

hicieron alicuotas de trabajo de 50 ul que se almacenaron en un congelador a -80°C.

6. Protocolos generales de los estudios in vitro

6.1. Cuantificacién de células en camara de Neubauer

El azul tripan es un colorante derivado de la toluidina que tifie tejidos y células

muertas. Por ello, se emplea para evaluar la viabilidad celular por exclusion, ya que no
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tifie las células vivas que tienen las membranas citoplasmaticas integras. Las células
se contaron con un hemocitometro (cdmara de Neubauer). Este es un portaobjetos
especializado, en el que hay una reticula grabada y donde se conoce el volumen

depositado entre él y un cubreobijetos.

Para cuantificar las células, primero, se retir6 el medio de cultivo de la placa con la
confluencia celular éptima, se lavaron las células con PBS 1X Na* y se despegaron
con 1 ml de enzimas de disociacion celular (TrypLE ™ Express, #12604-013, Gibco).
Cuando las células se encontraban ya en suspension, se recogieron en 5 ml de medio

de cultivo fresco.

Después, se preparé un tubo de 1.5 ml (Eppendorf) con 30 pl de azul de tripan
(#15250061, ThermoFisher Scientific) y 10 pl de la suspensién celular (para obtener un
factor de dilucién 1:4), se homogeneiz6 la muestra y se colocaron 10 pl de la mezcla
en cada una de las dos cadmaras del hemocitdmetro (Neubauer Improved, #1110000,
Optik Labor). A continuacién, mediante un microscopio invertido Leica DMil, con el
objetivo 10X, se contabilizaron las células que se encontraban dentro de cada uno de
los cuatro cuadrantes de 1 mm? que forman cada camara del hemocitémetro. Una vez
contabilizados los cuatro cuadrantes de cada camara, se realizé la media aritmética de
las dos cémaras y se obtuvo la concentracion celular (células/ml) aplicando la

siguiente férmula:

Media del recuento celular

Concentracion celular = 2 x Factor de dilucion x 10.000

6.2. Extraccion de RNA de lineas celulares

La extraccién de RNA de lineas celulares se llevé a cabo mediante el kit RNeasy Mini
Kit (#74104, Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Antes de
comenzar la extracciéon, se suplementé el buffer RLT con 10 pl de B-mercaptoetanol
por cada mililitro de buffer RLT que se fuera a utilizar (600 pl de buffer RLT para cada

muestra).

Después, comenzo el protocolo de extraccion. Primero, se elimind el medio de la placa
de cultivo y se lavé con PBS 1X Na* frio, se aspir6 el PBS y se afiadieron 600 pl de
buffer RLT suplementado. Con la placa sobre hielo, se despegaron las células con un
rascador (#83.1830, SARSTEDT) y se pasaron a un tubo de 1.5 ml (Eppendorf), donde

se mezclaron cuidadosamente con una pipeta el buffer y las células para generar un
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lisado. Seguidamente, se pasaron los lisados a una columna del kit QiAshredder,
donde se centrifugaron durante 2 minutos a la maxima velocidad (13000 rpm). Tras la
centrifugacion, el producto de la columna se pasé a un tubo de 1.5 ml libre de RNasas
(#211-0015, VWR) y se afiadid un volumen de etanol al 70%, se mezcld6 mediante
pipeteo y se transfirieron 700 yl de la mezcla a una columna RNeasy, que se
centrifugd durante 15 segundos a 12000 rpm. Se eliminé el liquido residual
almacenado en el tubo colector, se repitié el proceso de centrifugacién con el resto de
la mezcla que quedaba en el tubo. Después de esta segunda centrifugacion, se
afiadieron 700 pl de buffer RW1 del kit a la columna y se centrifugé durante 15
segundos a 12000 rpm, se elimind el liquido residual del tubo colector y se afiadieron
500 pl de buffer RPE del kit a la columna, que se volvio a centrifugar durante 15
segundos a 12000 rpm. Se volvieron a afiadir 500 pl de buffer RPE a la columna y se
centrifugd durante 15 segundos a 12000 rpm. A continuacién, se pasoé la columna a un
nuevo tubo colector y se centrifugd durante 1 minuto a la méaxima velocidad, para
asegurar que no quedaba ningun resto de etanol. Tras esta centrifugacion, se paso la
columna a un tubo de 1.5 ml libre de RNasas, y se afiadieron a la columna 37 pl de
agua libre de RNasas, se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente, para
favorecer la dilucion del RNA en el agua y se centrifugd durante 1 minuto a 12000 rpm.

Por ultimo, se almacend el RNA a -80°C.

6.3. Extraccion de proteinas de lineas celulares

Antes de llevar a cabo el protocolo de extraccién, se hizo el buffer de lisis RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay), especifico para la extraccibn de proteinas. Este
buffer contiene: Triton™ X-100 (#MKBJ3318V, Sigma-Aldrich), SDS 10%, Tris 1 M a
pH 8, acido etildiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, deoxicolato sodico 10x, NaCl 5 M y
agua destilada. Una vez completado el buffer, se afiadié una pastilla de inhibidor de
proteasas (cOmplete Mini, #11836153001, Roche), una pastilla de inhibidor de
fosfatasas (PhosSTOP EASYpack, #04906837001, Roche), 10 pyl de DTT 1 M por
cada 100 ml de buffer para estabilizar enzimas con grupos sulfhidrilos y 100 pl de
PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) por cada 100 ml de buffer, para inhibir las

proteasas de serina.

Primero, se aspiré el medio de cultivo, se lavo la placa con PBS 1x Na y se incubaron
las células a 37°C con 1 ml de TrypLE (TrypLE ™ Express, #12604-013, Gibco) para
despegarlas de la placa. A continuacion, se centrifugaron las células a 1200 rpm

durante 5 minutos, se lavo el pellet celular y se centrifugd de nuevo a 1200 rpm
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durante 5 minutos. Se aspir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet de células en
el buffer de lisis RIPA, anteriormente preparado, donde se incubaron en hielo durante
30 minutos. Tras la incubacion, se obtuvo una solucién de alta viscosidad, que se
centrifugd durante 10 minutos a maxima velocidad (>12000 rpm), a una temperatura
de 4°C. Del producto de la centrifugacién se recogi6 el sobrenadante, que es donde se
encuentra el lisado soluble de proteinas, y se descartd el pellet, que contenia los
restos celulares. El sobrenadante que contenia las proteinas (lisados proteico) se

almaceno a -80°C.

6.4. Cuantificacién de la concentracidn de proteinas

Para cuantificar la concentracién de proteina de los extractos, se emple6 el método del
BCA (bicinchoninic acid). Este método se basa en la reaccion de Biuret entre las
proteinas y el iébn Cu?*, que se reduce a Cu'* y éste, al entrar en contacto con el 4cido
bicinconinico, forma un complejo de color purpura de intensidad proporcional a la
cantidad de ion cuproso y a su vez, de proteinas?* (Figura 9). Se trata de un método
sensible, rapido y efectivo para la cuantificacién de proteinas.

OH

Proteina + Cu?* Cu™

Cu™ + BCA

Complejo purpura - Cu'

Figura 9. Esquema del fundamento del método del BCA, empleado en la cuantificacion
de la concentracion de proteinas.

Primero, se realiz6 la mezcla de BCA segun el protocolo recomendado por el
fabricante del kit. Para ello, se afiadieron 196 ul de reactivo A (BCA protein assay
reagent A, 500ml, #23228, Thermo Fisher) y 4 ul de reactivo B (BCA protein assay
reagent B, 25 ml, #23224, Thermo Fisher) por muestra a medir y pocillo. Se
homogeneizé bien la mezcla de reactivos BCA y en una placa de 96 pocillos (Falcon,
#353072, ThermoFisher Scientific) se afiadieron 200 pl de la mezcla. A continuacién,
se hizo una dilucion 1:10 de la muestra de proteina y se afiadieron 10 pl a la placa con
el reactivo BCA. Se homogeneizé el reactivo de BCA con la muestra y se incubé entre
20 — 30 minutos en una estufa a 37°C. Por ultimo, se midi6 la absorbancia de cada
pocillo en un lector de placas Ultra-Evolution TECAN a 570 nm de longitud de onda. La
concentracion de proteinas de cada muestra se determiné mediante la comparacion
de una recta patron de concentraciones conocidas de albdmina (Albumin Standard,
#23209, ThermoFisher Scientific).
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7. Protocolos especificos para los estudios in vitro

7.1. Estudio de la viabilidad celular mediante MTT

Este método, desarrollado por Mosmann en 198322, se basa en la reduccion
metabdlica del bromuro 3-(4,5-dimetriltiazol-2-lio)-2,5-difeniltetrazol, comdnmente
abreviado como MTT, realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa.
Este andlisis de la viabilidad celular se basa en una reaccion colorimétrica, donde se
parte de un color amarillo, debido a las sales de tetrazolio, que cambian a un color
azulado, producido por la reduccién de dichas sales a formazan, por accién de la
enzima mitocondrial sefialada. El formazan generado, queda retenido en las células y
puede ser liberado mediante su solubilizacion, permitiendo cuantificar por reaccion
colorimétrica la cantidad de MTT reducido como consecuencia de la actividad
metabdlica celular. La cantidad de MTT reducido formado, es proporcional a la
cantidad de células vivas del cultivo. Este método ha sido muy usado para medir de
forma indirecta, tanto la supervivencia como la proliferacion celular, ya que, a mayor

namero de células vivas, mayor es la cantidad de formazan formado.

Para realizar este estudio, se sembraron 10.000 células por pocillo en una placa de 96
pocillos (Falcon, #353072, ThermoFisher Scientific). Después de 24 horas, se lavaron
las células y se afiadid medio fresco sin farmaco a los controles, y con farmaco a
diferentes concentraciones (5 uM, 10 uM, 15 pM o 20 uM) a los casos de estudio, y se
incubaron durante 48 y 72 horas. Aparte de células control y tratadas, también se
incluyeron pocillos sélo con medio para ser usados como blanco, y pocillos con células
a los que se les afiadio Triton™ X-100 (#MKBJ3318V, Sigma-Aldrich) como control

positivo de nula viabilidad celular.

Todas las condiciones de estudio se realizaron por triplicado. Pasadas las
correspondientes 48 y 72 horas, se afiadieron 10 ul de la solucién de MTT a cada
pocillo, mezclando cuidadosamente en un agitador orbital (MixMate, Eppendorf)
durante 30 segundos a 350 rpm; seguidamente, la placa se incubd durante 3 horas a
37°C y 5% de CO.. Transcurrido este tiempo, se afadieron 200 ul de dimetilsulféxido
(DMSO) y se mezclaron con la muestra con una pipeta para disolver los cristales de
formazan y obtener un color morado uniforme en el pocillo. Finalmente, se realizé la
lectura de la intensidad del color en un lector de microplacas (Tecan infinite M200Pro),
midiendo a unas longitudes de onda de 570 nm y 630 nm, esta Ultima para evaluar la

sefal de fondo.
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7.2. Evaluacion de la muerte celular mediante anexina V / yoduro de propidio

La fosfatidilserina es un lipido que se encuentra distribuido ampliamente en la
membrana plasmatica; normalmente, se encuentra restringido a la hemimembrana
interna de la misma. Sin embargo, durante el proceso de apoptosis celular temprana,
caracterizado por la pérdida de la estructura de la membrana plasmatica, la

fosfatidilserina queda expuesta en la superficie exterior de la célula.

La anexina V es una proteina de unién a calcio, de 36 KDa; tiene afinidad de unién con
la fosfatidilserina, lo que permite identificar aquellas células apoptéticas en fase
temprana, que mantienen integra la membrana celular y en las que las fosfatidilserina
se ha traslocado a la hemimembrana externa de la célula. Asi, el marcaje simultaneo
de anexina V y yoduro de propidio (PI) (un agente intercalante del DNA), una vez se
ha permeabilizado la membrana, permite la discriminacion y clasificacién entre células
vivas (anexina V negativas y Pl negativas), células que se encuentran en apoptosis
temprana (anexina V positivas y Pl negativas) y células en apoptosis tardia y

necroticas (anexina V positivas y Pl positivas).

Para llevar a cabo el estudio de muerte celular, se sembraron 200.000 células, que se
encontraban en fase exponencial de crecimiento, por pocillo, en una placa de 12
pocillos (Falcon 12-well, #353043, Corning). Transcurridas 24 horas, se cambio6 el
medio de las células, diferenciando entre células control que no recibieron tratamiento,
y células de estudio que si recibieron tratamiento con pasireotide. Tras 48 horas
expuestas al tratamiento, se despegaron las células mediante enzimas de disociacion
celular (TrypLE ™ Express, #12604-013, Gibco). Después, se pasaron las células a
tubos de citometria (#352008, ThermoFisher Scientific), donde se centrifugaron
durante 5 minutos a 1200 rpm. A continuacion, se realizaron dos lavados con PBS 1X
Na* y se resuspendieron en 100 pl de buffer de unibn a anexina V (0.1 M
HEPES/NaOH pH 7.4 y 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl,), afiadiendo 5 ul de anexina V —
FITC y 5 pl de solucién de marcaje de yoduro de propidio (Anexina V FITC — Kit de
detecciéon de apoptosis, #ANXVKF-100T, Immunostep). La mezcla se incubé durante
15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad; trascurrido ese tiempo, se

afadieron 100 pl de buffer de unién a anexina V.

Las muestras fueron adquiridas en un citbmetro de alta sensibilidad, FACS Aria lll (BD
Biosciences), en el Servicio de Microscopia y Citometria del Instituto de Biologia
Molecular y Celular del Cancer. Para cada linea celular, se realiz6 una matriz de
compensacion, para lo que se adquirieron en el citbmetro un tubo de células no

tefiidas, otro con células tefiidas solamente con anexina V y no con yoduro de

78



Material y métodos

propidio, y un ultimo tubo marcado con yoduro de propidio, pero sin anexina V. Los
datos adquiridos del citémetro fueron posteriormente procesados con el software
FlowJo V10.

7.3. Anadlisis de la proliferacion celular mediante BrdU

La bromodesoxiuridina (BrdU o 5-bromo-2-desoxiuridina) es un nucleétido halogenado
sintético, andlogo de la timidina. Esta analogia permite que la BrdU se incorpore al
DNA, sustituyendo a la timidina en casi su totalidad. La incorporacion de la BrdU se
produce en la fase de sintesis (fase S) del ciclo celular. De esta manera, usando un
anticuerpo frente a BrdU, conjugado con un fluoréforo, junto con la tinciéon de yoduro
de propidio (PI), una vez permeabilizada la membrana, se puede evaluar el ciclo
celular. Asi, se pueden diferenciar aquellas células que se encuentran en fase Go/G:
del ciclo celular (BrdU negativas, Pl en 2n) de aquellas que se encuentran en fase S
(BrdU positivas, Pl en un continuo entre 2n y 4n), de las que se encuentran en la fase
G2/M (BrdU negativas, Pl en 4n).

Para llevar a cabo este ensayo, se sembraron 200.000 células, que se encontraban en
fase de crecimiento exponencial, por pocillo, en una placa de 12 pocillos.
Transcurridas las primeras 24 horas, se sustituyé el medio de las células por nuevo
medio con farmaco en aquellas que debian recibirlo y con medio fresco sin farmaco a
las células control. A continuacién, se afiadi6é BrdU al medio. El tiempo de exposicién a
la BrdU debe de ajustarse en cada linea celular y depende de cémo de rapido ciclen
las células. En este estudio, los periodos de incubacion con la BrdU comprendieron
desde las 16h hasta las 48h. Una vez transcurridas 48h de tratamiento, se despegaron
las células mediante enzimas de disociacion celular (TrypLE ™ Express, #12604-013,
Gibco) y se pasaron a tubos de citometria (#352008, ThermoFisher Scientific) donde
se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm. Seguidamente, se decant6 el
sobrenadante y se lavo el pellet dos veces con una solucion al 1% de albumina de
suero bovino (BSA) en PBS 1X Na*, centrifugando durante 15 minutos a 500 g. Tras
los lavados, el pellet obtenido se resuspendié en 200 ul de PBS 1X Na* frio y se
afadio lentamente a un tubo de citometria nuevo, que contenia 3 ml de etanol al 70%
previamente enfriado a -20°C; incubandose posteriormente durante 30 minutos en
hielo, con el fin de fijar las células. Después, las células se centrifugaron durante 10
minutos a 500 g, a una temperatura de 10°C. A continuacion, se aspird el
sobrenadante y se afiadié 1 ml de HCI 2N con 0,5% de Triton™ X-100 (# MKBJ3318V,

Sigma-Aldrich) para desnaturalizar el DNA, para lo que se dejaron las células durante
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30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron las células
durante 10 minutos a 500 g, se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en
1 ml de 0,1 M Na;B4O7 x 10 H.O pH 8,5, para neutralizar el HCI, y se volvi6 a
centrifugar durante 10 minutos a 500 g. Después, se elimind el sobrenandante y se
resuspendié el pellet en 100 pl de PBS 1% BSA con 0,5% de Tween® 20 (#BP337-
100, Fisher Scientific), afiadiendo 2 ul de anticuerpo anti-BrdU conjugado con Alexa
Fluor® 488 (#B35139, Life Technologies) y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Por dltimo, se afiadié 1 ml de PBS 1% BSA con
0,5% de Tween® 20 (#BP337-100, Fisher Scientific), se centrifugd durante 5 minutos a
500 g, se descartd el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 200 pl de yoduro de
propidio diluido en PBS 1X Na* (5 pg/ml).

Una vez realizado el protocolo de tincion, se adquirieron las muestras en un citémetro
de alta sensibilidad, FACS Aria Ill (BD Biosciences) en el Servicio de Microscopia y
Citometria del Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer. Para cada linea
celular, se realiz6 una matriz de compensacién y todas las condiciones del estudio se
realizaron por triplicado. Tras la adquisicion de las muestras, los datos fueron

analizados con el software FlowJo V10.

7.4. Andlisis del ciclo celular con yoduro de propidio

El ciclo celular consiste en una secuencia estructurada y ordenada de procesos
celulares que conducen a la duplicacién del contenido y a la division celular. Este ciclo
tiene cuatro fases: Gi, S, G2 y M. Las células fuera de ciclo, quiescentes, se
encuentran en fase Go. Como se ha comentado en esta memoria, el yoduro de
propidio (Pl), es un agente intercalante del DNA. Esta capacidad de agregacion
cuantitativa al DNA, junto con la capacidad fluorescente de este compuesto, lo
convierte en una herramienta Gtil para cuantificar la cantidad de DNA y asi diferenciar

las distintas fases del ciclo celular por las que esta atravesando la célula.

Para llevar a cabo ese estudio, primero, se sembraron 200.000 células por pocillo, que
previamente se encontraban en fase de crecimiento exponencial, en una placa de 12
pocillos. Tras 24 horas, se lavaron las células con PBS 1X Na* y se cambi6 el medio,
al que se le afiadio o no el tratamiento pertinente, segun fueran pocillos de casos o de
controles. Transcurridas 48 horas de tratamiento, se despegaron las células con
enzimas de disociacion (TrypLE ™ Express, #12604-013, Gibco), se recogieron en
tubos de citometria (#352008, ThermoFisher Scientific) y se centrifugaron durante 5

minutos a 1200 rpm. Seguidamente, se descartd el sobrenadante, se hizo un lavado
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con PBS 1X Na* y se centrifugaron durante 5 minutos a 500 g. Tras la centrifugacion,
se elimino el sobrenadante y se afiadioé cuidadosamente (gota a gota) 1 ml de etanol al
70% frio, a -20°C, mientras se mezclaban las células con un voértex. Las muestras
permanecieron 30 minutos en hielo para fijar las células. A continuacion, se
centrifugaron durante 10 minutos a 500 g, a una temperatura de 10°C. Se descart6 el
sobrenadante, se realizaron dos lavados con PBS 1X Na* y se centrifugaron durante 5
minutos a 500 g. Después, se afiadieron 50 pl de ribonucleasa A (#R6513-50MG,
Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 100 pug/ml, para degradar el RNA de la muestra
y, a continuacion, se afadieron 50 ul de PI a una concentracién de 50 ug/ml. Se
incubaron las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las muestras fueron adquiridas en un citbmetro Accuri C6 (BD
Biosciences) en el Servicio de Microscopia y Citometria del Instituto de Biologia
Molecular y Celular del Cancer. Tras la adquisicion de las muestras, los datos se

analizaron con el software FlowJo V10.

7.5. Western blot

El western blot, es una técnica de electrotransferencia para analizar e identificar
proteinas especificas procedentes de lisados celulares o tejidos. Una vez realizada la
extraccion y cuantificacion de proteinas de las lineas celulares (véase apartados 6.3 y
6.4 de esta seccion de material y métodos), éstas se mezclaron con el tampén de
carga (Tris — HCI pH 6.8 100 mM, 4% SDS, 0.05% azul de bromofenol, 20% glicerina,
y 2% B-mercaptoetanol). Una vez hecha la mezcla, las muestras se incubaron a 100°C
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas. Posteriormente, se cargaron las
muestras en geles de poliacrilamida con densidades variables, de acuerdo con el peso
molecular esperado de las proteinas. Ya cargadas las muestras, se sometieron a una
diferencia de potencial, aplicando una corriente de 120 V, durante el tiempo necesario,
segun el tamafo de la proteina de interés. Tras finalizar la electroforesis, las proteinas
separadas en el gel se transfiieron a membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF, Transfer Membrane, #RPN303F, GE Healthcare), mediante un sistema de
transferencia hUmeda, sometido a una corriente de 350 mA de intensidad durante 2
horas. El buffer de transferencia empleado estuvo compuesto por Tris 25 mM, glicina
192 mM y 20% de metanol. A continuacion, se realizé una incubacion de 1 hora para
bloquear la membrana, para ello se emple6é un buffer salino que contenia Tris y
Tween-20 (TBS-T a partir de aqui), (Tris pH 7.5, 20 mM, NaCl 150 mM y 0.1% de

Tween 20), suplementado con leche deshatada en polvo al 5% que es un producto rico
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en proteinas que produce el bloqueo. Tras el bloqueo, la membrana se incub6 con el
anticuerpo primario (descritos en Tabla 4), durante toda la noche a una temperatura
de 4°C. Posteriormente, se retird el anticuerpo y se realizaron 4 lavados con TBS-T. A
continuacién, se incub6 la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente,
conjugado con peroxidasa de rabano, disuelto en TBS-T, durante 1 hora. Por ultimo,
tras la incubaciéon con el anticuerpo secundario, se lavé la membrana 4 veces con
TBS-T y se procedié al revelado en radiografia de la membrana, empleando un
sistema de deteccién por guimioluminiscencia basado en la oxidacién del luminol
(Pierce ECL Western Blotting Substrate, #32106, ThermoFisher Scientific).

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western blot.

Anticuerpo Dilucion Casa comercial Referencia
Akt 1:1000 Cell Signaling #9272
Phospho-Akt (Ser473) 1:1000 Cell Signaling #9271
Phospho-ERK1
(Thr202/Tyr204) y Phospho-ERK2 1:1000 Sigma-Aldrich #E7028
(Thr185/Tyr187)
Ciclina D1 1:5000 Cell Signaling #2922
CDK-4 1:1000 Santa Cruz #SC-260
Ciclina A 1:3000 BD Biosciences #611268
CDK-2 1:1000 Santa Cruz #SC-6248
CDK-1/Cdc-2 1:5000 Santa Cruz #SC-54
Ciclina B 1:5000 Santa Cruz #SC-245
P27 1:1000 Santa Cruz #SC-1641
Calnexina 1:40000 | Enzo Life Sciences | #SPA-860

7.6. PCR cuantitativa de la expresion de los receptores de la somatostatina

Para cuantificar la expresion de los receptores de la somatostatina (SSTRs) en las
diferentes lineas celulares, primero, se extrajo RNA de las mismas y se cuantifico,
como se detalla en los puntos 6.2 y 3.3 de esta seccidn de metodologia. Después, se
sintetiz6 cDNA utilizando el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(#04379012001, Roche), siguiendo el mismo procedimiento que se describe en la
seccion 4.9. cuando se cuantific6 mediante QPCR la expresion de los receptores de

somatostatina en mamas de ratén.

Ya obtenido el cDNA, se procedio a cuantificar la expresion de los diferentes genes

que codifican los receptores de la somatostatina mediante QPCR. Para ello, junto con
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las secuencias anteriormente disefiadas para reconocer los transcritos de cada
receptor en la mama de ratén (seccion 4.9. de material y métodos), se disefiaron otras
para las secuencias especificas de los SSTR humanos, para identificar los transcritos
en las lineas celulares humanas. Ademas, como se hizo previamente, se incluyeron
oligonucleétidos con secuencias especificas para el reconocimiento de la expresiéon de
la Gapdh, siendo la misma secuencia tanto en ratbn como en humano. Las secuencias
de los oligonucleétidos empleados para la deteccion de los SSTR humanos fueron las

siguientes:

hSSTR1-fwd: 5-TGGTGGGCTTCGTGTTGT-3

hSSTR1-rev: 5-CAGCTGCACCACGTAGAAAG-3’
hSSTR2-fwd: 5-GGCCAATCTTCCTCTTTTCC-3’
hSSTR2-rev: 5-TGGTTTGAGGTGTTGGTTGA-3’
hSSTR3-fwd: 5-TCATCTGCCTCTGCTACCTG-3’
hSSTR3-rev:5-ACGTTGACGATGTTGAGCAC-3’
hSSTR5-fwd: 5-TCAACCCTCTTCCCATTCAC-3’

hSSTR5-rev: 5-CAGGATCCACAGAGACAGCA-3’

Las reacciones de QPCR se llevaron a cabo siguiendo los mismos procesos que para
la cuantificacion de los receptores de la somatostatina en mamas de ratén (seccién
4.9. de material y métodos).

Después, el andlisis de los datos se hizo mediante el método de de 2244¢t 265 Como
muestras de referencia (controles positivos) se utilizé cerebro de ratén en los andlisis
de la linea celular HC11, y tumor de piel de origen humano para los estudios de las

lineas celulares humanas.

8. Andlisis de los datos

8.1. Anédlisis de la distribucién de las variables

Para las distintas variables estudiadas, se examind su distribucion y se determiné si se
ajustaban o no a una distribucién normal mediante el test de Shapiro-Wilk, con el

programa estadistico JMP 12.

83



Material y métodos

8.2. Analisis univariante y bivariante de las asociaciones entre las variables

Para comparar el valor tomado por una variable entre dos grupos, si la distribucién de
esta siguié una distribucién normal, se utilizé el test t de Student. En cambio, si la
variable no se ajustd a una distribucién normal, se utilizé el test no paramétrico, U de
Mann Whitney. Cuando las comparaciones fueron de medidas pareadas o repetidas,
se utilizaron las versiones pareadas de dichos tests. Asi, en el caso de que la
distribucién se ajustase a una normal se utilizé el test t para muestras pareadas; en
cambio, se usoO la prueba de rangos con signo de Wilcoxon para variables cuya

distribucion en las muestras no se ajustasen a una normal.

De la misma forma, cuando se compararon variables con distribucion normal entre
mas de dos grupos, el test utilizado fue el analisis de la varianza o ANOVA de una via,
y en el caso de que las variables no siguiesen una distribucién normal el test empleado
fue el de Kruskal-Wallis. Tras la comparacion global entre los grupos, en el caso de
que se detectasen diferencias estadisticamente significativas, se realizd un test post-
hoc para determinar en qué grupos se encontraban las diferencias. En el caso de
haber realizado un ANOVA para muestras con distribucién normal, se realizé un post-
test de Tukey, y en el caso de muestras que so siguieron una distribucién normal,

después de realizar el test de Kruskal-Wallis, se aplic6 el post-test de Dunn.

Para la comparacion de variables categoricas entre grupos, se realizo el test exacto de

Fisher.

Para la evaluacion de la correlacion entre variables continuas, en el caso de que se
ajustasen a una distribucién normal, se utilizé el test de Pearson, en cambio si no se

ajustaron a la normalidad, el test empleado fue el de Spearman.

Para realizar las curvas de supervivencia empleadas en los estudios de variables
temporales, se utilizé el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier, y la significacion

estadistica se determiné mediante el test Log-Rank.

8.3. Andlisis estadistico de RNAseq

Para el andlisis de la secuenciacién del RNA, primero, se filtr6 y se descartaron las
lecturas de mala calidad (con contaminacién de adaptadores, con un 10% o mas de
nucleotidos indeterminados, o con un 50% o mas de nucle6tidos de mala calidad). Las
lecturas filtradas se alinearon con el genoma de referencia mediante HISAT2, v2.0.5.

La cuantificacion de la expresion se llevé a cabo con HTSeq v0.6.1. y se utilizaron
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unidades FPKM. Los genes expresados significativamente fueron aquellos que
superaron un umbral de FPKM de 1. Los andlisis de expresion diferencial para
muestras con réplica biolégica se realizaron con StringTie-eB. Los transcritos con
p<0.05 fueron considerados como expresados significativamente y se representaron
mediante el diagrama Volcano plot. Se llevaron a cabo estudios de enriquecimiento
para identificar procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares
(Gene Ontology, mediante el algoritmo GOSeq y topGO v1.34.1.) y vias asociadas
significativamente a los grupos de genes expresados diferencialmente (KEGG,
mediante software KOBAS v3.0.).
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