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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo (World Health
Organization 2018a) y el impacto econdmico derivado de los gastos en
procedimientos diagnosticos o quirdrgicos y en tratamientos farmacolégicos
adyuvantes es muy significativo. Adicionalmente, es fundamental una constante
inversion en investigacion, puesto que constituye la unica fuente de nuevos
conocimientos que nos ayudan a comprender mejor los mecanismos de
progresion y escape tumoral; los factores que condicionan el prondstico y;
sobre todo, nos ayudan a disefiar nuevas estrategias terapéuticas con las que
tratar de mejorar la supervivencia. Fruto de las investigaciones clinico-
epidemiologicas se ha identificado el sexo como un factor relevante en el
pronostico oncologico.

El sexo es una caracteristica intrinseca a cada paciente, no modificable, y tiene
un impacto significativo y reconocido en la fisiopatologia de la enfermedad. En
lo que se refiere al cancer, existe un claro dimorfismo sexual oncoldgico que se
traduce en que, independientemente de otros factores particulares que afectan
a cada tipo especifico de neoplasia, las mujeres tienen mejor prondstico
oncolégico que los hombres. Esta ventaja transciende a la mayoria de los
tumores y es independiente de la ubicacion geografica o de la condicién socio-
economica. Ademas, es particularmente interesante el hecho de que, en la
gran mayoria de los canceres, la ventaja prondstica para las mujeres es mucho
mas acentuada en el subgrupo de edad con menos de 50-55 afios y
posteriormente tiende a atenuarse, pudiendo incluso desaparecer. Las
primeras interpretaciones de esta diferencia pronostica se centraron en los
diferentes comportamientos sociales mostrados frente a la salud por hombres y
mujeres, pero los programas de prevencidn primaria no consiguieron eliminarla.
Por tanto, las causas han de residir en factores intrinsecos al sexo que afectan
al proceso de génesis y desarrollo tumoral. A pesar de que existen diferentes
propuestas en la literatura con objeto de explicar como el sexo ejerce su efecto
sobre los tumores, las bases de este fendmeno continian siendo desconocidas
en su mayor parte, y es necesario ahondar en ellas para, quiza, poder
explotarlas como herramientas terapéuticas. Es esta linea la que se aborda en
el presente estudio de investigacion.
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Nuestro trabajo parte de la hipdtesis que las hormonas sexuales juegan un
papel determinante en la ventaja oncolégica mostrada por las mujeres.

Para estudiar esta premisa, seleccionamos un tumor en el que tenemos amplia
experiencia clinica: melanoma cutaneo. Hemos empleado lineas tumorales
humanas para desarrollar un modelo de experimentacion animal reproducible
sobre el que hemos podido estudiar las repercusiones de las hormonas
sexuales durante la implantacion y el desarrollo local, asi como sobre la
enfermedad metastasica en diferentes escenarios.

Los datos obtenidos demuestran que existe un vinculo entre las hormonas
sexuales y el prondstico oncolégico que no necesariamente ha de ser el
resultado directo de una influencia positiva o negativa de estas sobre las
células tumorales. De hecho, las células tumorales empleadas en nuestro
trabajo presentaron una tasa de crecimiento in vitro independiente de niveles
hormonales fisioldgicos a pesar de presentar receptores para las mismas.
Asimismo, nuestros resultados demuestran que la progesterona muestra un
perfil antitumoral que se traduce en un retraso en la implantacién y desarrollo
local. Esta interferencia condiciona igualmente una menor afectacion
metastasica sistémica, ya sea porque frena la capacidad de invasion local o
porque impide un adecuado preacondicionamiento de los nichos
premetastasicos. Igualmente, hemos constatado que la testosterona ostenta un
perfil protumoral bajo el cual las lesiones crecen mas rapido.

Sin embargo, estos mecanismos pro y antitumorales son sexo-especificos, de
forma que, ni la progesterona es capaz de revertir la predisposicion oncoldgica
de los machos al cancer ni la testosterona puede favorecer la progresion en las
hembras. De esta forma, las hormonas sexuales son un factor necesario, pero
no suficiente para que el efecto pro o antitumoral pueda observarse v,
consecuentemente, son necesarios otros factores intrinsecos al sexo,
probablemente ubicados en la carga genética, para observar el cuadro
completo.

Nuestro modelo nos va a permitir profundizar en los mecanismos gracias a los
cuales las hormonas sexuales logran estos efectos. Quiza puedan ser
consecuencia de la modulacion de la interrelacion tumor-huésped, conocido

como microambiente tumoral, promoviendo microambientes favorecedores o
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inhibidores del crecimiento tumoral. Asimismo, podra facilitar la investigacion de

los  “otros” factores  moleculares implicados en el proceso.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death globally (World Health
Organization 2018a) and the economic impact resulting from diagnostic or
surgical procedures and adjuvant pharmacological treatments is very high.
Moreover, constant investment in research is essential, since it constitutes the
only source of new knowledge that will help us to better understand tumor
progression and escape mechanisms. These factors condition prognosis and,
most importantly, they’ll help us to design new therapeutic strategies that will
contribute to improve survival rates.

Clinical-epidemiological research has shown that sex is a relevant factor in
cancer prognosis. Sex is an intrinsic feature of each patient, unmodifiable, with
significant and recognized impact on the physiopathology of the disease. In
cancer, there is clear oncological sexual dimorphism, which means that,
irrespective of other particular factors which affect each specific type of cancer,
women have better cancer prognosis than men. This advantage concerns most
tumors and is independent of the geographic location or socio-economic status
of the patient. Furthermore, it is particularly interesting that, in most cancers,
this prognostic advantage for women is higher in the subgroup of women under
50-55 years old, while subsequently it tends to diminish, and may even
disappear.

The first interpretations of this prognostic difference focused on different social
behaviors towards health by men and women, but primary prevention programs
did not succeed in suppressing this advantage. Therefore, the causes must
reside in sex’s intrinsic factors affecting the genesis and tumor development
processes. Despite the existence of different approaches in literature aiming at
explaining how sex exerts its effect on tumors, the bases of this phenomenon
remain unknown for the most part, and it is necessary to delve deeper in order
to exploit such bases for therapeutic purposes. This is the line developed in this
research study.

Our work starts with the hypothesis that sex hormones play a determining role
in oncological advantage observed in women. To study this premise, we
selected a well-known tumor: cutaneous melanoma. We used human tumor cell
lines to develop a reproducible animal experimentation model in which we were
able to study sex hormones” repercussions on local implantation and

development, as well as on metastatic disease in different settings.
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Data obtained shows that there is a link between sex hormones and cancer
prognosis, which is not necessarily a direct result of the positive or negative
effect of the former on tumor cells. In fact, tumor cells used in our work
presented an in vitro growth rate independent of physiological hormone levels,
despite having receptors for them.

Furthermore, our results demonstrate that progesterone shows an anti-tumor
profile that results in delayed implantation and local development. This
interference also results in less systemic metastatic involvement, either by
decreasing local invasion capacity or by preventing adequate preconditioning of
pre-metastatic niches. We have also found that testosterone has a pro-tumoral
profile under which lesions grow faster.

However, these pro and antitumor mechanisms are sex-specific, so neither
progesterone is able to reverse oncological predisposition of males to cancer,
nor does testosterone favour progression in females. Thus, sex hormones are a
necessary factor, but they do not suffice for the observation of a pro or
antitumoral effect and, consequently, other sex’s intrinsic factors, maybe
genetic, are needed to observe the whole picture.

Our model will allow us to delve into the mechanisms used by sex hormones to
achieve these effects. They may result from the modulation of the tumor-host
interaction, known as “tumor microenvironment”, promoting microenvironments
that favour tumor growth or, on the contrary, inhibiting it. Our model may also

facilitate the research of "other" molecular factors involved in the process.
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1 CAUSAS DE MORTALIDAD A NIVEL MUNDIAL

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares y el cancer son las causas mas frecuentes de muerte en el
mundo (World Health Organization 2018a). No obstante, el nivel de ingresos de
un pais es un fuerte factor condicionante de la distribucién de las mismas. Asi,
en paises con bajos niveles de ingresos, 4 de cada 10 muertes se producen en
menores de 15 afos, siendo las causas mas frecuentes las enfermedades
transmisibles como infecciones de vias respiratorias bajas, infeccién por el
VIH/sida, enfermedades diarreicas, paludismo y tuberculosis. Por el contrario,
los programas de salud publica instaurados en los paises con rentas altas, han
conseguido reducir el impacto de las enfermedades transmisibles y la
mortalidad infantil, logrando que 7 de cada 10 muertes se produzcan en
individuos mayores 70 afos. A consecuencia de este hecho, las principales
causas de muerte han pasado a ser enfermedades crénicas como las
cardiovasculares, el cancer, la demencia, la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica o la diabetes, quedando sodlo las infecciones de las vias respiratorias
bajas como la unica causa infecciosa relevante de defuncion (World Health
Organization 2018d)

1.1 Cancer como causa de mortalidad

Las diferentes agencias de vigilancia epidemioldgica, mundiales o regionales,
como la OMS mediante su plataforma The Global Cancer Observatory (GCO),
los grupos cooperativos europeos como EUROCARE o los espafioles como la
Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN), desarrollan programas
cuya finalidad es identificar la frecuencia de los diferentes tipos de cancer y sus
patrones epidemiolégicos. Su objetivo es poder prevenir o limitar los factores
predisponentes o favorecer diagnosticos tempranos, de forma que se consiga
reducir su incidencia o atenuar su morbimortalidad.

El impacto econdmico del cancer es creciente, su abordaje se desarrolla en

varios escenarios:

e Prevencion primaria: Programas enfocados a concienciar a la poblacion de

la importancia de evitar los factores de riesgo y por tanto el desarrollo de la

enfermedad.
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e Prevencion secundaria: Estrategias de cribado, enfocadas a lograr un

diagndstico en fases muy tempranas de la enfermedad.

e Prevencion terciaria: Programas que se desarrollan, ya en plena

enfermedad, y que van encaminados a evitar que ésta empeore.
El éxito de estos programas es una realidad palpable, habiéndose logrado en
Europa entre 2005 y 2015, una reducciéon en las tasas de mortalidad
normalizadas en relacion con el cancer (EU-28), del 11,5 % en el caso de los
hombres y del 6,1 % en el caso de las mujeres (Eurostat 2018).

1.2 Incidencia y frecuencia de los diferentes tipos de cancer en la

poblacion mundial

Segun las principales agencias, el cancer sigue constituyendo una de las
principales causas de morbimortalidad del mundo, con aproximadamente 14
millones de casos nuevos en el mundo en el ano 2012 (ultimos datos
disponibles a nivel mundial estimados por los proyectos EUCAN vy
GLOBOCAN, de la OMS). Las estimaciones poblacionales indican que el
numero de casos nuevos probablemente aumente en un 70 % en las proximas
décadas, alcanzando los 24 millones de casos, aproximadamente, en el ano
2035 (SEOM 2018; World Health Organization 2020b).

La incidencia y distribucion de los diferentes tipos de cancer no es homogénea
y esta influenciada por varios factores:

e Regionales: A nivel mundial en 2018, considerados todos los grupos de edad
y ambos sexos, los canceres mas letales fueron los originados en el pulmén
(1761007 muertes) y en el colon y recto (880792 muertes), seguidos de los
originados en mama, estdmago, higado y préstata. Esta distribucion se
mantiene similar en Europa, Norteamérica y América Latina. Sin embargo en
Africa los tumores originados en cérvix uterino adquieren una especial
relevancia, al igual que lo hacen los gastroesofagicos en la poblacién
asiatica. (World Health Organization 2018b).

e Edad: Presenta influencia en la distribucion de frecuencia de mortalidad. Asi,

la mortalidad global por cancer colo-rectal a nivel mundial, disminuye

12
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considerablemente por debajo de los 65 afios (World Health Organization
2018b).

e Sexo: Existe una polaridad oncologica sexo especifica que condiciona
hechos tan evidentes como que el cancer de mama tiene mayor incidencia y
mortalidad global en la poblacién femenina que en la masculina y, de igual
forma el cancer de préstata no afecta al sexo femenino, por tanto no hay
mortalidad relacionada. Pero, excluidos estos O&rganos/tumores sexo
especificos, puede observarse que las tasas de mortalidad son mayores en
hombres que en mujeres, acrecentandose esta diferencia por debajo de los
65 afos y tendiendo a igualarse por encima de éstos. (SEOM 2018; World
Health Organization 2018c)

1.3 Factores de riesqo relacionados con el cancer

Existen factores de riesgo vinculados claramente al desarrollo de cancer y a su
mortalidad. Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se debe a la
coexistencia de uno o varios de los cinco principales factores de riesgo
conductuales y dietéticos (World Health Organization 2020a; Forouzanfar et al.
2016):

indice de masa corporal elevado.

¢ Ingesta reducida de frutas y verduras.

o Falta de actividad fisica.

e Consumo de tabaco: EI tabaquismo es el principal factor de riesgo y
ocasiona aproximadamente el 22% de las muertes por cancer.

e Consumo de alcohol.

Estos son los factores de riesgo mas conocidos por su vinculacion genérica con

casi todos los tipos de canceres, pero existen multiples factores de riesgo

especificos de cada tipo de cancer, algunos de ellos son modificables y otros

no lo son:

e Infecciones: Ciertos agentes infecciosos, incluidos virus, bacterias vy
parasitos, pueden causar cancer o aumentar el riesgo de que se forme. Sus
mecanismos son variados e incluyen desde la interrupcion de las

sefalizaciones que normalmente mantiene bajo control el crecimiento y la
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proliferacion celular, hasta infecciones que debilitan el sistema inmunolégico.
Algunos virus, bacterias y parasitos pueden causar inflamacion cronica que,
a la larga es una importante causa de cancer (National Cancer Institute
2019c).

La mayoria de los virus que estan vinculados a un mayor riesgo de cancer
pueden transmitirse de una persona a otra a través de la sangre u otros
fluidos corporales. Las vacunas o los comportamientos de higiene sexual
disminuyen su contagio.

Entre los agentes mas relevantes estan:

o Virus de Epstein-Barr: Vinculado a ciertos tipos de linfoma y canceres
de la esfera otorrinolaringologica.

o Virus de la hepatitis B y Virus de la hepatitis C: Cancer de Higado.

o Virus de inmunodeficiencia humana (VIH): La infeccion por VIH no
genera en si misma un riesgo para el desarrollo de cancer pero si
causa una debilidad del sistema inmune que provoca que las
personas infectadas con VIH tengan un mayor riesgo de contraer
varios tipos de cancer, especialmente sarcoma de Kaposi, linfomas
(que incluyen tanto el linfoma no Hodgkin como la enfermedad de
Hodgkin) y los canceres de cuello uterino, ano, pulmoén, higado y
laringe.

o Virus del papiloma humano (VHP): La infeccién con tipos de VPH de
alto riesgo esta implicada en casi todos los canceres cervicales.
También causan la mayoria de los canceres anales y muchos
canceres orofaringeos, vaginales, vulvares y del pene.

o Leucemia de células T humanas / virus del linfoma tipo 1 (HTLV-1):
Puede causar un tipo agresivo de linfoma no Hodgkin llamado
leucemia / linfoma de células T en adultos (ATLL)

o Herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi.

o Poliomavirus de células de Merkel: Vinculada al carcinoma de células
de Merkel.

o Helicobacter pylori: Es un tipo de bacteria implicada en los canceres
gastricos no cardiales y en el linfoma MALT gastrico. También puede

causar Ulceras gastricas.
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o Opisthorchis viverrini: Parasito muy frecuente en el sudeste asiatico
implicado en el desarrollo de colangiocarcinoma

o Schistosoma hematobium: Implicado en el desarrollo de carcinoma
de vesicula biliar.

e Factores hereditarios: Determinadas mutaciones genéticas, presentes en

nuestras células germinales y con capacidad para transmitirse de padres a
hijos pueden ser causantes de algunos tipos de cancer. Tales alteraciones
codifican proteinas andmalas que escapan a los mecanismos de control del
organismo pudiendo generar canceres en distintos érganos. Se conocen al
menos 50 sindromes hereditarios que conllevan el desarrollo de algun tipo
de cancer (National Cancer Institute 2019e).

e Radiacion: La radiacion ionizante es capaz de generar lesiones en el ADN y
causar cancer. La radiacion ionizante incluye radon, rayos X, rayos gamma y
otras formas de radiacion de alta energia. No se ha encontrado que las
formas de radiacién de baja energia, no ionizantes, como la luz visible y la
energia de los teléfonos méviles, causen cancer en la poblacién (National
Cancer Institute 2019d).

e Edad: La edad es el factor mas importante globalmente considerado. De
acuerdo con los datos del programa de vigilancia epidemioldgica
(Surveillance, Epidemiology and End Results, SEER) del Nacional Cancer
Institute (NCI) la edad media de diagnostico de un cancer es 66 afnos
(National Cancer Institute 2019b) (Figura 1).

30

25.4%
25 24.1% -

19.6%

14.1%

5.2%
5 2.7%
1.0%
0 1

<20 20-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84 >84
EDAD

PORCENTAJE DE NUEVOS
CASOS

Figura 1: Porcentaje de nuevos casos por grupos de edad, considerando
todas las razas, ambos sexos y todos los tipos tumorales (2007-2011)
(Fuente: The National Cancer Institute 2019b)
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e Nivel de ingresos econdmicos: Los paises o grupos sociales con menores

indices de ingresos pueden ver limitado su acceso a los recursos sanitarios
de manera que se reducen las medidas de prevencion de desarrollo y
diagndstico precoz del cancer. El diagndstico en etapas avanzadas junto con
la limitacion de acceso reduce las posibilidades de tratamientos de calidad e
incrementa la mortalidad. Por otro lado un nivel bajo de ingresos se asocia
con mayor frecuencia a perfiles de riesgo, como el consumo de alcohol,
tabaco, obesidad etc (National Cancer Institute 2019a).

e Grupo Etnico: Los afroamericanos tienen indices de mortalidad mas

elevados que la mayor parte de los otros grupos poblacionales para la gran
mayoria de tipos de cancer. Las mujeres afroamericanas tienen mas
probabilidad que las mujeres caucasicas de morir por cancer de mama. Los
afroamericanos tienen el doble de probabilidad que los caucasicos de morir
por cancer de préstata y casi dos veces la probabilidad de morir por cancer
de estomago. La incidencia de cancer colorrectal es mas alta en los
afroamericanos que en los caucasicos (National Cancer Institute 2019a).

e Exposicion solar. La exposicion a las radiaciones ultravioletas, bien sea de

forma aguda en forma de quemadura solar o de forma croénica, es el principal
agente implicado en el cancer cutaneo. Alguno de estos canceres son de
elevada frecuencia y baja mortalidad, como las carcinomas basocelulares,
pero otros menos frecuentes pueden presentar altas tasas de mortalidad,
como el melanoma cutaneo (National Cancer Institute 2019d).

e Sexo: El sexo es un factor con notable impacto en la incidencia y en la
mortalidad por cancer (World Health Organization 2020b):

o Considerando la poblacién mundial y su distribucion por continentes
observamos que tanto la incidencia como la mortalidad es superior
en hombres, hecho que se repite en todos los grupos de edad
(Figura 2).
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Figura 2: Diferencias por sexo en las de tasa de mortalidad ajustada por edad en el mundo y en las

diferentes regiones geograficas en el afio 2018.

Fuente: World Health Organization 2020b

o Desglosando incidencias y tasas de mortalidad por tipos de cancer

(datos procedentes del proyecto GLOBOCAN de la OMS, afio 2012)
llegamos a la misma conclusion, independientemente de la region
que estudiemos: la incidencia y mortalidad masculina, supera a la
femenina (Figura 3) (Tabla 1).
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Figura 3: Diferencias por sexo en el nimero estimado de nuevos casos y mortalidad en el mundo
segun la localizacién tumoral en el afio 2012 (Datos publicados en 2016).
Fuente: Globocan
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LOCALIZACION TUMORAL

Ovary

Thyroid 68179

Gallbladder

Melanoma of skin

NUMERO ESTIMADO (INCIDENCIA Y MORTALIDAD), POBLACION MUNDIAL, AMBOS SEXOS. ANO 2012

Tabla 1: Diferencias por sexo en el nimero estimado de nuevos casos y mortalidad en el mundo
segun la localizacién tumoral en el afio 2012 (Datos publicados en 2016)
Fuente: Globocan

En definitiva, seria deseable progresar en el cancer de la misma forma que se
ha progresado en la prevencion y tratamiento de las enfermedades
cardiovasculares consiguiendo reducir su morbimortalidad. Sin embargo el nivel
de complejidad de los procesos oncologicos desde su implantacién y desarrollo
hasta las fases mas avanzadas, es muy elevado y dependiente de multiples
factores. Por ello es necesaria una profunda investigacién para conocer todos

sus frentes y poder atajarlos.

2 ONCOGENESIS

La oncogénesis es un proceso secuencial y complejo, en el que una célula
normal sufre una alteracion en su carga gendémica que le confiere, 0 nuevos
genes con capacidades protumorales o pérdida de material genético con
capacidades supresoras tumorales. A diario se producen miles de mutaciones
cromosdmicas que generan clones celulares con potencial capacidad para
generar tumores. Generalmente estos clones tumorales producen
neoantigenos que son capturados por las células dendriticas, las cuales,
empleando los sistemas mayores de histocompatibilidad, MHC tipo | y I,

presentan estas proteinas a las células T, poniéndose en marcha una
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respuesta citotdéxica que finaliza con la destruccion de la célula tumoral. La
muerte de esta célula libera a su vez nuevos antigenos capaces de iniciar y
reforzar el ciclo (Chen and Mellman 2013). Este mecanismo es soélo uno de los
implicados en la interrelacién ciclo del cancer/inmunidad cuyo fin es mantener
un equilibrio entre el reconocimiento y eliminacién de lo ajeno o nocivo y la
prevencion de los fendmenos autoinmunes.

A principios de siglo se descubrieron y definieron los principios de progresion
tumoral que, a dia de hoy siguen vigentes. Fruto de la ganancia o pérdida de
genes protumorales o supresores, las células tumorales desarrollan
capacidades para iniciar ciclos de division de forma espontanea, ilimitada y
refractaria a los procesos inhibidores del mismo. Asimismo adquieren
mecanismos para evitar la apoptosis y capacidades para la angiogénesis. De
esta manera se forman los tumores soélidos. En la misma linea, adquieren
capacidades para la invasion local, rompiendo las membranas basales de los
organos, para finalmente alcanzar vasos linfaticos y hematicos y poder
metastatizar (Hanahan and Weinberg 2000).

Las causas de la inestabilidad gendmica que origina los clones tumorales son
multiples. Existen las que generan dafo al material genético directamente
como la radiacion o algunos agentes quimicos. Otros dafnos se transmiten de
forma hereditaria, como es el caso de oncogen RET vinculado a carcinoma
medulas de tiroides, entre otros. Pero ademas existe una implicacion
importante por parte del sistema inmune que es conocida desde hace tiempo.
Virchow en 1863 ya presumia que el cancer era el fruto de una inflamacién no
resuelta (Balkwill and Mantovani 2001) y, a dia de hoy, se asume que la
inflamacion crénica es un evento muy significativo, encontrandose relacién con
ella en casi un 25% de los tumores (Coussens and Werb 2002). Se postulan
muchas causas que podrian desembocar en una inflamacién cronica:
disbalances en la microbiota, infecciones, fenémenos autoinmunes o
alteraciones de la regulacion del sistema inmune. Asi la infeccidén por el virus
del papiloma humano induce una inflamacion cronica del cuello del cérvix
uterino y es responsable del 90-100% de los canceres de esta localizacion
(Bosch et al. 2002). Hechos similares se observan con la infeccion por
Helicobacter pylory y el riesgo incrementado de cancer gastrico (Hussain et al.

2000). Asimismo existen otros factores que inducen bajos grados de
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inflamacion, como la obesidad o el consumo de tabaco, que también son
conocidos factores de riesgo para el desarrollo de tumores.

Con el tiempo se ha ido conociendo que, ademas de la inestabilidad gendmica,
que origina las células tumorales, se produce un reclutamiento de células no
tumorales cuya funcion es formar un microambiente dinamico y complejo que
participe activamente en el desarrollo tumoral y mantenga un ambiente
protumoral, incentivando la proliferacion, los mecanismos supresores, la
angiogénesis, las caracteristicas invasivas, la inhibicién de la muerte celular etc
(Hanahan and Weinberg 2011). En la actualidad, es reconocido el papel clave y
determinante del microambiente tumoral en la progresion e invasion tumoral y
por este motivo se ha producido un cambio drastico en las terapias sistémicas
ofertadas a pacientes tumorales. Las estrategias basadas en la potenciacion
del sistema inmune, inmunoterapia, esta proporcionando unos resultados
superiores a la quimioterapia convencional, cuyo objetivo primario es la célula
tumoral (T. Wu and Dai 2017).

2.1 Organizacion, composicion tumoral y progresioén local

Como acabamos de senalar, los tumores sélidos no solo estan compuestos por
células tumorales. Su estructura se asemeja a la de un 6rgano en el que,
ademas de las células encargadas de realizar la funcién 6rgano especifica
(células parenquimatosas), existe un soporte adicional encargado de
proporcionar la arquitectura y la nutricidn, el estroma.

Desde el momento en el que las células tumorales se implantan, empieza a
desarrollarse una interrelacion tumor-huésped, que sigue las mismas pautas
que la organogénesis fisiologica, y en la que el primero tratara de ir modulando
el entorno circundante con el objetivo de generar un estroma que le permita
crecer y desarrollarse. El estroma tumoral es extremadamente complejo y en
los ultimos afios ha sido objeto de multiples investigaciones por sus posibles
implicaciones terapéuticas(Puré and Lo 2016; Yin et al. 2019; Shin et al. 2019;
Roma-Rodrigues et al. 2019; T. Wu and Dai 2017).

Sus principales componentes son:

e (Células estromales:

o Células mesenquimales de soporte: Fibroblastos y Adipocitos.

o Células endoteliales que formaran los vasos sanguineos vy linfaticos.
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o Células del sistema inmune que componen un denso infiltrado
inflamatorio.

e Matriz_extracelular: Compuesta por proteoglicanos, acido hialurénico vy

proteinas fibrosas como el colageno, la fibronectina y la laminina.

e Compuestos quimicos y hormonales como péptidos, factores de crecimiento,

citoquinas, anticuerpos y diversos metabolitos que se encuentran dispersos
en el estroma y que son la forma de comunicacion entre los diversos
componentes.

Sus aspectos mas relevantes son:

2.1.1 Fibroblastos: Los fibroblastos normales se encargan de la sintesis de la

matriz extracelular, de la regulacion de la diferenciacion epitelial y de la
regulacion de la inflamacion y reparacion tisular. Se encarga también de la
sintesis del colageno |, lll y V, que da soporte estructural a los érganos, y del
colageno IV que forma parte de la membrana basal. Asimismo secreta
proteasas encargadas de mantener el adecuado recambio de la matriz
extracelular.

Los fibroblastos de los tejidos tumorales son fibroblastos activados, también
llamados miofibroblastos o fibroblastos asociados a carcinoma (FAC). La mayor
parte derivan de fibroblastos residentes activados por factores de crecimiento y
citoquinas como TGFB1, FGF2 y PDGFB. También pueden originarse de
células madre de la médula 6sea o de células epiteliales o endoteliales
residentes. Desarrollan un potente efecto modulador del ambiente promoviendo
la invasion y progresion tumoral, asociandose a mal prondstico en tumores de
mama, pancreas o pulmon entre otros. Se trata de una poblacion muy
heterogénea con una elevada plasticidad que hace compleja su identificacion y
tipificacion (Fearon 2014; Nurmik et al. 2020).

2.1.2 Adipocitos: Son unas de las células estromales predominantes en

muchos tumores y una potente fuente de senalizacion para otras células
durante la progresion tumoral. Los adipocitos secretan adiponectina, sustancia
endocrina con reconocido efecto proangiogénico. Asimismo estimulan la
sintesis de colageno tipo VI que, ademas de proporcionar soporte estructural a
las células tumorales, es rico en factores de crecimiento, citoquinas y factores

de senalizacion. Esta demostrado que, este tipo de colageno, esta implicado en
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la progresién tumoral y en algunos aspectos en relacion con resistencia a

quimioterapia (Di Zazzo et al. 2019).

2.1.3 Matriz_extracelular: La matriz extracelular forma el componente no

celular de los tejidos, aportando soporte bioquimico y estructural al componente
celular. Esta compuesta fundamentalmente por agua, minerales, proteoglicanos
y proteinas fibrosas secretadas por las células epiteliales residentes. Es un
elemento muy dinamico sometido constantemente a procesos de remodelacion
con el fin de mantener una homeostasis adecuada y que el 6rgano pueda
mantener sus propiedades como elasticidad, textura etc. Los fibroblastos son
los principales moduladores de la matriz extracelular, y por tanto, los cambios
observados en la matriz de un tumor son consecuencia de la accion de los
FAC. En general éstos promueven alteraciones en la estructura y disposicion
de las fibras de colageno, cambiando el paralelismo fibrilar fisiolégico por una
disposicion perpendicular a la superficie del érgano que causa incremento de
la rigidez del tejido y promueve la invasion celular, al permitir que las células
migren a lo largo de los haces de colageno (Walker, Mojares, and Del Rio
Hernandez 2018).

Asimismo en la matriz extracelular tumoral encontraremos otras
macromoléculas y proteinas, como la tenascina C, implicada en Ila
angiogenesis, pero a la que también se le han atribuido funciones protumorales
favoreciendo la proliferacion, migracion y supervivencia de células neoplasicas
en determinados tumores como el osteosarcoma o los gliomas (T. Yoshida,
Akatsuka, and Imanaka-Yoshida 2015).

2.1.4 Vascularizacion sanquinea y linfatica: El reclutamiento vascular es un

paso critico en el desarrollo tumoral. Los factores proangiogénicos son
secretados tanto por células tumorales como por el infiltrado inmune presente
en el microambiente tumoral. Dado que la angiogénesis tumoral es aberrante,
los vasos sanguineos generados son irregulares, tortuosos y presentan un
exceso de permeabilidad, que condiciona una mayor permeacion de fluidos y
proteinas. Tales productos son captados por los vasos linfaticos tumorales y
retransportados al torrente sanguineo o a los ganglios linfaticos. De igual

manera las células tumorales pueden acceder a los vasos linfaticos para
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progresar hasta los ganglios linfaticos generando metastasis(Egeblad,
Nakasone, and Werb 2010).

2.1.5 Células del sistema inmune: Las células del sistema inmune estan

presentes en el microambiente de todos los 6rganos, estando implicadas en
tareas de defensa y remodelacion. Desde el momento en que se produce la
implantacion, las células tumorales interaccionan con los componentes del
sistema inmune innato y adaptativo tratando de generar un microambiente
propicio para su progresion. La interrelacion entre ambos es dinamica, de
forma que existe una composicién cambiante del infiltrado inmune en la medida
que el tumor progresa. Ademas de esta interrelacion natural, las alteraciones
genéticas que pueden originar un cancer, también pueden generar reacciones
inmunes, por ejemplo, las mutaciones de RET, implicadas en la génesis de

muchos canceres, disparan las reacciones inflamatorias (Mulligan 2014).

Las células de origen mieloide constituyentes de la inmunidad innata, como
neutréfilos, macrofagos, mastocitos, etc, son una poblacién muy heterogénea
implicada, no sélo en la regulacién local de la respuesta contra el tumor, sino

en la angiogénesis y en la diseminacion a distancia.

Los macréfagos son uno de los componentes mas importantes del infiltrado

tumoral. Se distinguen varios tipos de macrofagos:

e Los clasicos, inflamatorios o M1, tienen actividad citotoxica y parecen tener
actividad antitumoral. Acceden al tejido en caso de inflamacién debido
citoquinas y quimioquinas secretadas por los macréfagos M2.

e Los M2, antiinflamatorios o alternativos, son residentes en los tejidos, estan
implicados el labores de remodelado tisular y son centinelas en caso de
infeccion o agresion estéril para iniciar la respuesta inflamatoria (Schiwon et
al. 2014).

e Los macréfagos tumorales (MAT), tienen un fenotipo intermedio y sus
caracteristicas no les permiten encuadrarse en M1 o M2. La liberacién de
citoquinas, factores de crecimiento, encimas degradadoras de matriz
extracelular y factores proangiogénicos, generadas por los MAT, favorecen
el crecimiento e invasion local, asi como la actividad metastasica y

proangiogénica. La acumulacion de MAT en el tejido tumoral se ha
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relacionado con un peor prondstico. Sin embargo, la biologia de los MAT es
extremadamente compleja, y esta descrita una actividad dual en el entorno
tumoral, pudiendo mostrar estrategias pro o antitumorales. A dia de hoy, las
terapias antitumorales basada en los macréfagos son prometedoras y, entre
muchas otras, podrian pasar por evitar el reclutamiento y su supervivencia
en los tumores o reprogramarlos hacia una forma M1, que se ha relacionado

con una disminucion del tamafo tumoral (Mantovani et al. 2018).

Los neutrdfilos muestran una elevada plasticidad, pudiendo adaptar sus
funciones dependiendo del contexto inflamatorio en que se encuentren. En el
microambiente tumoral los neutréfilos pueden desarrollar multitud de funciones
y se han empleado diferentes términos y clasificaciones para denominarlos:
neutrofilos N1/N2, neutréfilos asociados a tumores (NATs) o neutrdfilos
polimorfonucleares-células supresoras de origen mieloide (PMN-MDSCs). La
identificacion de estas poblaciones queda condicionada por su fenotipo
funcional dado que no se han encontrado marcadores de superficie especificos
que puedan identificarlos. Generalmente se ha descrito a los NATs N1 como
una poblacion con actividad antitumoral, promoviendo citotoxicidad directa o
indirecta. Por el contrario los NATs N2 estimulan la inmunosupresion, el
crecimiento tumoral, la angiogénesis y las metastasis. Las estrategias
tumorales actuales frente a neutrofilos se centran en dos frentes: (1) el bloqueo
de los NATs actuando sobre el eje CXCL8/CXCR1/CXCR2 o (2) influyendo
sobre sustancias producidas por éstos con capacidad para promover el
crecimiento tumoral, como las que suprimen la activacion de las células T

(Giese, Hind, and Huttenlocher 2019; Masucci, Minopoli, and Carriero 2019).

Las células supresoras de origen mieloide (MDSCs) son una poblacién poco

definida con propiedades en comun con macrofagos (M-MDSCs) y neutrofilos
(PMN-MDSCs). Aparecen en escenarios oncologicos asi como en situaciones
patolégicas asociadas a inflamacion crénica o estrés. Las MDSCs contribuyen
de forma significativa a la progresion tumoral, gracias tanto a su papel
inmunosupresor como a su implicacion en la angiogénesis, quimiorresistencia y

promocién de la capacidad metastasisca (Gabrilovich 2017).
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Las células dendriticas estan altamente especializadas en la presentacién de

antigenos, de forma que inducen la activacion y diferenciacion especifica de los
linfocitos T virgenes. Son responsables tanto del inicio de la respuesta
adaptativa como del mantenimiento de una adecuada inmunotoleracia que
permita la homeostasis del organismo. Recientemente se han descrito
poblaciones de células dendriticas deficientes en el microambiente tumoral que
muestras capacidades mermadas para la presentacion de antigenos a las
células citotéxicas y presentan, por tanto, capacidad inmunosupresora (Veglia
and Gabrilovich 2017; Patente et al. 2019).

El infiltrado tumoral por mastocitos o células cebadas se ha observado en
multiples tumores, particularmente en mama, colon-recto y melanoma. Su
papel en el microambiente tumoral no esta claro a dia de hoy, pudiendo tener
una implicacion pronostica favorable o desfavorable en funcion del sitio
anatémico. Los mastocitos se de granulan, cerca de los capilares, liberando
gran cantidad de mediadores quimicos especificos e inespecificos que
estimulan la proliferacion de los fibroblastos o la angiogénesis.

Las células de origen linfoide, se distribuyen entre la inmunidad innata

(células Natural Killer) y la adquirida (células T y B).

Las células natural killer o NK estan implicadas en la inmunidad innata de

origen linfoide. Presentan una potente actividad antitumoral citolitica. Su
actividad esta regulada por una gran cantidad de receptores de superficie, de
ellos, el mas estudiado es el NKG2D, por su capacidad activadora. Al contrario
que otras células del sistema inmune, que requieren un intervalo para activarse
e iniciar actividades citotéxicas, las células NK estan preparadas, de forma
natural, para identificar y matar células tumorales, bien porque éstas hayan
perdido de las moléculas del MHC | o bien porque sobreexpresen en su
superficie ligandos activadores que superen los estimulos inhibitorios (Morvan
and Lanier 2016).

Las células T y B son el principal componente de la inmunidad adquirida. Asi

como las células del sistema inmune innato presentan una plasticidad elevada,
pudiendo mostrar muchas facetas protumorales, los linfocitos T CD8 se

encargan de la vigilancia activa, identificando y eliminando clones tumorales.
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Las células tumorales necesitan desarrollar estrategias de mimetizacién o
escape para poder sobrevivir, progresar y desarrollarse. Es en este punto
donde la terapia antineoplasica mas ha progresado en los ultimos afios,
habiendo supuesto una auténtica revolucion en algunos tumores, donde la
quimioterapia convencional llevaba tiempo atascada, tal es el caso del
melanoma. Si bien es cierto que la inmunidad adquirida es principalmente
antineoplasica, también se han descrito algunos comportamientos
favorecedores. Asi las células B originan la inflamaciéon crénica, que es
necesaria para el desarrollo de muchos tumores epiteliales. De Igual forma se
ha descrito que alguna de las citoquinas liberadas por los linfocitos Th2
polarizarian a los macrofagos en un fenotipo M2 (Lee, Al-Shamkhani, and
Mirnezami 2019).

2.1.6 Mediadores quimicos: Las citoquinas y mediadores quimicos en el

microambiente tumoral, son generados tanto por las células tumorales como
por los diversos elementos que componen el estroma. Son tanto la via de
comunicacion que emplean las células tumorales para reclutar elementos
celulares y generar un microambiente protumoral como el mecanismo que
utiliza el sistema inmune para para frenar su progresion. La lista de
compuestos es extensa y cada dia aumenta: IL1, IL2, IL3, IL4, IL6, IL7, IL10,
IL12, IL13, IL15, IL18, IFNG, CSF1 ,CSF2, TNF-a, MIF, TGF1B, IFNA1, TRAIL,
FLT3. Sus funciones pueden ser promotoras o inhibidoras en funcién del
medio o la célula diana y en la actualidad muchas de ellas se emplean como
terapia por su capacidad de reprogramar o activar componentes del sistema
inmune con capacidad citolitica, como es el caso de la IL2 que estimula la
capacidad citolitica de las células NK o el IL12 que promueve la actividad
citotoxica dependiente de linfocitos th1 (Dranoff 2004; Waldmann 2018).

2.2 Enfermedad Metastasica

El desarrollo local es una de las facetas de progresién del cancer, pero la
diseminacion metastasica y la disfuncién organica progresiva es la causa mas
frecuente de muerte. Habitualmente los tumores primarios de una estirpe
determinada tienden a generar metastasis en los mismos organos, fenomeno

denominado tropismo. Existen diversas teorias respecto a la formacion de
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metastasis. La primera fue emitida por Ewing y se basa en el atrapamiento
mecanico, de forma que, una vez que las células acceden al torrente
sanguineo, quedan atrapadas en los pequefios capilares de los 6rganos que
encuentran a su paso, generando en éste una metastasis (Ewing 1941).
Posteriormente se desarroll6 la teoria “seed and soil”, enunciada por Paget, en
la que el tumor, en la medida que adquiere capacidades invasivas, realiza
suelta de células al torrente sanguineo. Estas asientan en aquellos lugares
donde son capaces de establecer una interaccién (microambiente) favorable
(Paget 1889). Finalmente, teorias mas actuales, y la evidencia acumulada,
sugieren que el desarrollo de capacidades invasivas y metastasis se produciria
en etapas muy precoces, pudiendo ser incluso antes de la formacién completa
del tumor primario (Sanchez-Garcia 2009; Kang and Pantel 2013). La
supervivencia de estas células tumorales estaria condicionada por la formacién
de un nicho premetastasico que seria organizado por las citoquinas
segregadas por las células tumorales en una primera fase y, posteriormente
por los componentes del microambiente tumoral, que lo alimentaria y
colaborarian en la adquisicion de nuevas capacidades metastasicas (Murgai et
al. 2017; Hill et al. 2020).

3 IMPACTO DEL SEXO EN LA BIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD Y EN EL
PRONOSTICO DEL CANCER

Previamente hemos descrito los factores de riesgo relacionados con el cancer
(ver apartado 1.3 Factores de riesgo relacionados con el cancer). La
investigacion de la influencia del sexo sobre el desarrollo del cancer es el tema
sobre el que se centrara este estudio de tesis doctoral, por ello en el presente
apartado profundizaremos en el sexo como factor de riesgo y la evidencia
cientifica publicada.

Hombres y mujeres presentan notables diferencias que afectan a la biologia de
las enfermedades que padecen. Este hecho se manifiesta tanto en el tipo de
enfermedades que sufre cada uno como en los patrones epidemiologicos. Es
un dato conocido desde hace afios que “las mujeres enferman mas, pero los
hombres mueren antes”. En una visidbn general observamos que las mujeres
tienen mayor incidencia de enfermedades agudas y muestran mayor

preocupacion por su salud, de forma que consultan de forma temprana y
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restringen sus actividades para recuperar la salud de forma precoz. La
consecuencia inmediata de este patron de comportamiento es, un numero de
consultas médicas significativamente mayor en mujeres que en hombres. Por el
contrario los hombres son mas proclives a padecer enfermedades de tipo
cronico y, por encima de los 50 afos, muestran mayores tasas de
hospitalizacion. Visto asi seria facil concluir que el origen de la ventaja radica
en el estilo de vida del sexo femenino, que parece mas saludable que el que
del sexo masculino, y por tanto los programas de prevencién primaria,
encaminados a generar habitos de vida saludables y reducir la exposicién a
factores de riesgo, habrian conseguido equiparar o reducir las diferencias
observadas, pero esto no ha sucedido (Verbrugge 1982).

Por otro lado los patrones de enfermedades que afectan a cada sexo son
diferentes: Las mujeres tienen una susceptibilidad incrementada a
enfermedades de origen autoinmune como lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, diabetes tipo 1, etc., mientras que los hombres la tienen a
procesos oncoldgicos. La susceptibilidad a enfermedades infecciosas no se
encuentra muy definida pero si muestra algunas polaridades sexo especificas
como el caso de la toxoplasmosis, malaria o Zika en el caso de las mujeres y
los virus de la hepatitis en el caso del hombre (Klein and Flanagan 2016).

Estas observaciones evidencian que el factor sexo tiene una relevancia
considerable en la biologia de la enfermedad y su influencia trasciende al
terreno de la oncologia, concretamente al prondstico oncoldgico: las mujeres
presentan mejor supervivencia que los hombres, tanto a nivel global como en
tasas ajustadas por grupos de edad (World Health Organization 2020b;
Clocchiatti et al. 2016). Este postulado ha sido respaldado por multiples
publicaciones, una de las mas notables fue el proyecto Eurocare que comenzoé
su andadura en 1989 con el objetivo de analizar la supervivencia oncologica en
Europa empleando los datos de los registros de la mayor parte de los paises
europeos. En 2009 se publicaron los datos del informe Eurocare 4 que aunaba
mas de 21 millones de pacientes procedentes de 116 registros de 30 paises
europeos. En dicho trabajo se proporcionaban datos actualizados de
supervivencia oncoldgica en Europa enfatizando sobre la influencia del factor
sexo sobre la edad al diagnéstico, el sitio anatdmico y el lugar geografico. Tras

analizar 15 regiones anatomicas y realizar los correspondientes ajustes por
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edad y region geografica, el estudio concluyd que la supervivencia en el sexo
femenino era claramente superior al sexo masculino. En el analisis
multivariante, el factor sexo “mujer” se asocid6 a una reduccién del riesgo
relativo de muerte en canceres de cerebro, cabeza y cuello, glandulas
salivares, eso6fago, estbmago, colon y recto, pancreas, pulmén, pleura, hueso,
tiroides, rifidn, melanoma cutaneo, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin asi como
en mieloma multiple. Considerados todos los tumores de forma global, ser
mujer se asocio a una reduccion del 5% en el riesgo relativo de muerte, siendo
la edad al diagnéstico el factor con mayor relevancia, dado que a medida que
se incrementa la edad de diagnéstico la diferencia se redujo paulatinamente
hasta desaparecer casi completamente en la poblacién anciana (Figura 4). Los
autores sefialan un posible papel hormonal como causa subyacente de estas
diferencias (Micheli, Ciampichini, Oberaigner, Ciccolallo, de Vries, |zarzugaza,
Zambon, Gatta, De Angelis, et al. 2009; Clocchiatti et al. 2016).
. Hombres

D Mujeres (Modelo 1)

D Mujeres (Modelo 2)
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Figura 4: Exceso relativo de riesgo de muerte en mujeres en

comparaciéon con hombres para todas las edades, 15-54 afios y 55—

99 arfios, para todos los canceres.

Fuente: Micheli et al. 2009
Adicionalmente, la diferencia oncoldgica entres sexos se mantiene estables al
margen de los niveles de ingresos y renta per capita. Asi en Austria con un PIB
per capita de 43700 euros se evidencio una disminucién del exceso de riesgo
relativo de muerte en mujeres (edad ajustada) para todos los tumores sdlidos
estudiados, incluido melanoma cutaneo. En un periodo similar de tiempo, en
Estonia, con la mitad de PIB per capita, se encontraron los mismos resultados,

pero ademas la ventaja especifica del sexo femenino se incrementa a lo largo
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del tiempo, siendo mas patente al final del periodo de estudio que en sus inicios
(Innos et al. 2015; Oberaigner and Siebert 2011). Tales diferencias observadas
en Europa son extensible a otros paises en diferentes continentes. En Estados
Unidos los datos obtenidos tras el analisis de la base de datos del centro de
vigilancia epidemioldégica SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results
Database) evidenciaron una mayor supervivencia en mujeres que en hombres.
En Canada, las mujeres presentaron una disminucion de exceso de riesgo de
muerte por cancer del 13%, que se incrementd a un 23% en el grupo de menos
de 55 afos, postulandose nuevamente un factor etiolégico hormonal sexual
(Ellison 2016; Cook et al. 2011). En Corea se obtuvieron los mismos resultados
que en Canada, siendo la diferencia mas marcada en el grupo de edad inferior
a 55 anos (Jung et al. 2012). La solidez de éste principio se extiende
progresivamente en la medida que se pormenoriza en la investigacion, de
forma que, en los ultimos afos se han ido sumando los datos derivados de
registros nacionales e internacionales enfocados a organos especificos. Un
reciente metaanalisis, que incluye 13 estudios retrospectivos y un estudio
aleatorizado y controlado (185967 pacientes), demostré que el sexo del
paciente es un factor independiente que influye en la supervivencia de los
pacientes con cancer colo-rectal, favoreciendo a las mujeres. Este trabajo
sugiere que el sexo deberia ser incluido en los factores prondsticos clinicos,
con repercusion en la estadificaciéon tumoral postoperatoria (Schmuck et al.
2020). De hecho en algunos tumores y organos, como el carcinoma papilar de
tiroides, el sexo del paciente es ya un factor de peso en la confeccion de la
estrategia terapéutica (Haugen et al. 2015).

Las diferencias especificas respecto al sexo estan, también, documentadas en
los estudios epidemioldgicos de melanoma cutaneo: La probabilidad de
desarrollar un melanoma durante la vida es de 1,72% en hombres y de 1.22%
en mujeres. El trabajo retrospectivo holandés sobre mas de 10000 pacientes,
evidencio un exceso de riesgo de muerte (hazard ratio) de 2.70 en hombres
comparado con mujeres, esta diferencia se mantuvo tras ajustar todas las
variables tumorales (espesor de Breslow, histologia, localizacién anatomica y
metastasis sistémicas o ganglionares)(Buoncervello et al. 2017). Igualmente,
en uno de los estudios desarrollado en Estados Unidos de América, sobre la

base de datos del programa del Instituto Nacional del Cancer (US National
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Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology and End Results registry), se
evidencié que los hombres, entre 15 y 39 afios, tenian un 55% mas de
probabilidades de morir por melanoma que sus controles respectivos en
mujeres tras el adecuado ajuste de edad (Gamba et al. 2013). Estas diferencias
en supervivencia, observadas en estadios precoces, también se mantienen en
estadios avanzados (Joosse et al. 2012, 2013).

En el caso especifico de nuestra poblacion, en el Hospital Universitario
Gregorio Marafion, se reproducen estos mismos resultados. El Servicio de
Dermatologia mantiene un registro prospectivo de la casuistica de melanoma
cutaneo desde 1997. En los diferentes analisis realizados sobre esta poblacion,
se puede observar la marcada influencia del factor sexo, de forma que en el
grupo de pacientes con melanoma grueso (> 4mm), el ser hombre repercute en
una probabilidad de muerte cuatro veces mayor respecto mujeres en esta
misma situacion (hazard ratio 4.3, p=0.036) (Figura 5) (Rodriguez-Lomba et al.
2017).

Overall survival

Gender
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o \
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° o 100 1% 0 0

Time (months)

Figura 5: Probabilidad de supervivencia global, por sexo, en pacientes
con melanoma de grosor >4 mm
Fuente: (Rodriguez-Lomba 2017).

Igualmente, en el grupo de pacientes sometidos a biopsia selectiva de ganglio
centinela, no se observaron diferencias entre hombres y mujeres en Ilo

respectivo a grosor tumoral, ulceracion, subtipo histologico o positividad del
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ganglio centinela. Sin embargo, los hombres mostraron una supervivencia
global y libre de enfermedad menor que las mujeres, encontrandose una tasa
de mortalidad del 57% en hombres frente al 14.7% en mujeres al final del
estudio.

En resumen, el sexo es un factor con influencia clara y constante sobre el
cancer, independientemente del periodo de tiempo estudiado, el estrato
sociodemografico o la regidn geografica.

3.1 Posibles hipotesis responsables de la diferencia en prondstico

oncoldgico entre hombres y mujeres

El conocimiento, asi como la comprensidon completa, de los mecanismos
responsables de las diferencias oncoldgicas entre hombres y mujeres es un
tema complejo del cual desconocemos gran parte. Inicialmente se propuso
como factor de capital importancia los diferentes estilos de vida mostrados por
hombre y mujeres. La realidad es que estos comportamientos obedecen mas a
una cuestidén de género que de sexo, y la teoria quedo descartada cuando los
programas de prevencion primaria instaurados en las ultimas dos décadas del
siglo XX no consiguieron igualar las tasas de supervivencia.

En la actualidad los estudios de investigacion trabajan en dos lineas con el
objetivo de encontrar la causa en la que asienta la diferencia oncoldgica entre

SexXos.

3.1.1 Teorias genéticas

En la informacién diferencial codificada en los cromosomas X e Y podemos
encontrar algunos mecanismos por los que los hombres tienen un prondstico
mas desfavorable. Asi, la pérdida completa del cromosoma Y ha sido descrita
con mayor o menor frecuencia en algunos canceres como el de prostata,
pancreas, colorrectal y el vejiga, todos ellos con mayor prevalencia en hombres
(Clocchiatti et al. 2016). Recientemente también se ha descubierto que la
pérdida extrema de genes ubicados en el cromosoma Y también haria mas
proclive a los hombres al desarrollo de algunos canceres(Caceres et al. 2020).
En el caso de las mujeres, la duplicidad del cromosoma X obliga a una
inactivacion aleatoria para lograr una expresion equilibrada de los genes

vinculados al mismo. Un error en la inactivacion del cromosoma X en las
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mujeres, con el consiguiente exceso de expresidn génica, ha sido descrito
como uno de los mecanismos implicados en la génesis tumoral. Pero ademas
en el cromosoma X reside un 10% de los miRNA, implicados en el control de la
expresion génica mediante la supresion de la traslacion de RNAm o la
estimulacion de la degradacién del mismo (Schurz et al. 2019a). Son muchos y
complejos los mecanismos descritos, su la descripcidn escapa al objetivo de
este trabajo.

3.1.2 Teorias hormonales (hormonas sexuales)

La carga genética diferencia a hombres y mujeres desde el momento del
nacimiento, sin embargo es llamativo que la ventaja oncolégica de las mujeres
tienda a atenuarse e incluso desaparecer, en algunos canceres, entorno a los
60 afnos, momento en el que la mayor parte de las mujeres han entrado en la
menopausia y las hormonas sexuales han desaparecido. Por este motivo la
etiologia hormonal es muy atractiva. En relacion con nuestro estudio y la
etiologia hormonal, dos aspectos pueden ser cruciales en las diferencias
observadas: (1) La presencia de receptores para hormonas sexuales en la
célula tumoral y su influencia en el crecimiento/desarrollo y (2) la diferente
interrelacion tumor/huésped condicionada por la presencia de hormonas

sexuales.

3.1.2.1 Receptores para hormonas sexuales en la célula tumoral
Las células expresan diversos tipos de receptores que regulan su actividad. La

pérdida de genes reguladores o la ganancia de promotores, producidas a
consecuencia de las alteraciones gendmicas de las células tumorales, pueden
conducir a alteraciones de los receptores en varios sentidos: (1) expresion de
nuevos receptores, que responden a las sefiales proliferativas presentes en el
entorno, (2) desarrollo de mutaciones en los receptores ya existentes. La
consecuencia es la alteracion de las vias de sefalizacion intracelulares
asociadas cuya repercusion final es el mantenimiento de la célula activada o la
inhibicion de la apoptosis. Este es el caso de la via de sefalizacion
dependiente de la proteincinasa, mitogen-activated protein kinase (MAPK) cuya
desregulacion se ha visto implicada en la carcinogénesis de numerosos
tumores humanos en los ultimos afios. De esta forma, la activacion aberrante

de la via MAPK es un hallazgo frecuente en células malignizadas,
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constituyendo un elemento precoz y necesario, en el desarrollo del carcinoma
papilar de tiroides, por ejemplo (Zafon and Obiols 2009; Hanahan and
Weinberg 2011). De igual manera sucede con el receptor del factor de
crecimiento 1 (IGF1R), presente en multitud de células del organismo. La
activacion del mismo pone en marcha multiples vias intracelulares, casi todas
mediadas por MAPK, que estimula el crecimiento y promueve la supervivencia.
En las células tumorales IGF1R juega un papel aun mas critico, puesto que
promueve el crecimiento tumoral de forma directa e indirecta, inhibiendo la
apoptosis, promoviendo la invasividad y capacidad metastasica asi como
induciendo la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento endotelial
(VEGF) (Chaves and Saif 2011).

La influencia de los esteroides sexuales en estas vias de sefalizacion es un
hecho bien documentado. Hormonas relacionadas con los ejes sexuales, tales
como PRL, LH, FSH o GNRH estan muy implicadas en los tumores que afectan
a los organos reproductivos como ovario, prostata o mama (Y. Wang et al.
2015; Jacobson et al. 2011; Mertens-Walker, Baxter, and Marsh 2012). Sin
embargo alguna de estas hormonas, estan directamente implicadas en el
desarrollo de otros tumores no reproductivos como es el caso de la PRL en el
cancer de higado o la GH en el colon, piel, cerebro o higado (Lea et al. 2015).
También esta demostrada la participacion de los esteroides sexuales
propiamente dichos, en el desarrollo y progresion de tumores en 6rganos
reproductivos y no reproductivos, afectando directamente a las células
parenquimatosas. Tales son los casos de la implicacion de estrogenos y
progesterona en el cancer de mama (Brisken, Hess, and Jeitziner 2015;
Yongshu Zhang et al. 2012) o los andrégenos en la préstata (Ramaraj and Cox
2014a), pero también sobre el cancer de pulmon, de colon o cutaneo (Horng et
al. 2017; Wada-Hiraike et al. 2006; Skjefstad et al. 2015).

De forma fisiolégica las hormonas sexuales, dada su liposolubilidad, atraviesan
la membrana plasmastica y se unen a sus receptores especificos. Esta unién
induce cambios conformacionales en su estructura terciaria que facilitan la
union al ADN y su actuacidon como factores de transcripcion, regulando la
activacién o la inhibicién de la expresién de genes (Scarpin et al. 2009; S.
Lasarte et al. 2013). En situaciones patoldgicas, la interaccidbn genera

alteraciones de diversa indole en el ADN celular (metilacién, conformacion
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cromatinica etc), que en el caso de la mama, por ejemplo, puede conducir a
una hiperestimulacion que induce metaplasia y posteriormente displasia, dando
origen a las alteraciones tumorales (Nugent et al. 2015; Matsumoto et al. 2013).
Los receptores de hormonas sexuales tienen una amplia distribucion entre las
células del organismo pudiendo encontrarse en células de la piel, del
parénquima de la mayor parte de los 6rganos y, por supuesto, en las células
del sistema inmune. El receptor nuclear de progesterona (PGR), también
conocido como NR3C3 (receptor nuclear subfamilia 3, grupo C, miembro 3),
tiene dos isotipos que provienen del mismo gen pero se diferencian en su
secuencia N-terminal. En 2003 se describi6 el receptor de membrana (PGRMC)
en humano y ratdén del cual hoy se conocen hasta cinco subtipos (Fujii and
Kagechika 2019). El receptor de estrogeno hace referencia a un grupo de
receptores celulares que son activados por 173-estradiol y se han descrito dos
tipos de receptores de estrégeno: (1) ESR, que es un miembro de la familia de
los receptores nucleares y (2) el receptor de estrogeno acoplado a proteinas G,
GPR30 (GPER), que pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G. De forma general, cuando se habla de "receptor de estrogenos" se
hace referencia a los del primer tipo, es decir, a los pertenecientes a la familia
de los receptores nucleares. Existen dos formas diferentes del receptor de
estrégeno, normalmente referidas como las formas a y B, ambas codificadas
por genes diferentes e independientes (ESR1 y ESR2 respectivamente). El
receptor GPER, fue descrito 1997 en la linea celular de cancer de mama MCF-
7 y realiza su accion a través de procesos no transcripcionales, por tanto es
capaz de llevar a cabo efectos mas rapidos (Carmeci et al. 1997; Eyster 2016).
El receptor androgénico (también llamado NR3C4) es un receptor intracelular,
por lo general ubicado en el citoplasma en su forma inactiva, de la subfamilia 3,
grupo C, miembro 4. Se activa tras la union de cualquiera de las hormonas
androgénicas, testosterona o dihidrotestosterona, trasladandose, entonces, al
nucleo, donde sufre un proceso de desdimerizacidn y se une a regiones
especificas del ADN para realizar sus funciones. Presenta alta densidad de
distribucion en la prostata, musculo esquelético, sistema nervioso central e
higado, aunque también puede encontrarse en otros multiples tejidos (Fujii and
Kagechika 2019). A modo de ejemplo, en el cancer epidermoide esofagico la

estimulaciéon de los AR por sus ligandos hormonales, limita el crecimiento
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(Palethorpe, Drew, and Smith 2017), mientras que las sefiales vehiculizadas a
través de los ESR1 y ESR2, estimulan el crecimiento (Z. Zhang et al. 2017). De
igual manera se ha observado en las células del carcinoma renal, en las que la
estimulaciéon del AR estimula el crecimiento (Zhai et al. 2017). Respecto a
melanoma los hallazgos son algo mas confusos porque, aunque ESR1 es el
receptor mas abundante en la piel sana, algunos trabajo han encontrado una
disminucién de su densidad en lesiones melanicas, mientras que otros han
encontrado una fuerte positividad citoplasmatica de ESR1 y PR en melanomas
(Dika et al. 2019, 2017).

3.1.2.2 Diferente interrelacién tumor/huésped condicionada por la presencia de
hormonas sexuales
Como vimos durante la organogénesis el tumor recluta células de diversa

indole durante su desarrollo, éstas conforman el microambiente tumoral, ente
de capital importancia en el proceso de expansiéon tumoral y foco actual de
extremada importancia por sus posibilidades terapéuticas (T. Wu and Dai
2017). Los principales componentes del microambiente (fibroblastos, sistema
vascular y células del sistema inmune) pueden responder de diferentes
maneras a las hormonas sexuales. Asi la influencia de las hormonas sexuales
sobre los FAC es un tema todavia confuso y la mayor parte de la experiencia
de la que disponemos procede de tumores de mama o préstata en donde se
han podido observar hechos contradictorios. De esta forma se ha observado
que los estrogenos promueven la movilizacidn de precursores de la médula
Osea al tumor en el cancer de mama incrementando la densidad del estroma
(Zhuo et al. 2018). En la prostata, sin embargo, la expresion de ESR1 en los
FAC se asocia a un comportamiento menos agresivo redundando en mejor
supervivencia y menor tamano tumoral (Yeh et al. 2016). Con respecto al
receptor de andrégeno los datos también son contradictorios. En modelos
animales, la presencia de AR en los FAC se ha asociado a promocion de las
funciones protumorales, mientras que en estudios clinicos se ha relacionado
con un comportamiento menos agresivo (Wen et al. 2015). Pocos estudios hay
sobre el papel de la progesterona sobre los FAC asi como sobre el papel de los
receptores de hormonas sexuales en los FAC de tumores de dérganos no

reproductivos.
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La influencia de las hormonas sexuales y sus receptores sobre la angiogénesis
también ha sido estudiada. Los estrogenos promueven la angiogénesis, el
crecimiento, proliferacién y migracion de células endoteliales a través del factor
activador de las plaquetas y el factor de crecimiento endotelial A (Zhuo et al.
2018). De igual forma actuan los andrégenos, siendo los antagonistas de los
receptores de androgenos un potencial antiagiogénico (S. Yoshida, lkeda, and
Aihara 2016b).

Por ultimo hay que considerar la respuesta de las células del sistema inmune a
las hormonas o0, mas adecuado, la respuesta inmune diferente observada entre
mujeres y hombres. La mayor parte de esta experiencia proviene del campo de
las infecciones, en el que se ha evidenciado que las mujeres desarrollan una
inmunidad innata y adquirida mas potente que la de los hombres,
condicionando que, los hombres tengan una mayor susceptibilidad a
infecciones y a patologia oncoldgica mientras que las mujeres muestran mayor
susceptibilidad a enfermedades de origen autoinmune. Esta susceptibilidad a
infecciones, trasciende mas alla de los mamiferos y, parece extenderse desde
el nacimiento hasta la edad adulta (Chamekh et al. 2017; Klein and Flanagan
2016). En la busqueda de los condicionantes de esta diferencia hay que tomar
en cuenta nuevamente factores hormonales y genéticos. Los hombres solo
disponen de un cromosoma X que, codifica unos 1100 genes, siendo la mayor
parte de ellos diferentes del centenar codificado por el cromosoma Y. El
cromosoma X contiene una elevada densidad de genes involucrados en la
respuesta inmune innata y adquirida. Asi, los encontramos relacionados con el
proceso de diferenciacion y polarizacion de los macrofagos (IL3RA, GATA1),
con los patrones de reconocimiento de patdgenos, produccion de citoquinas y
vias de sefializacion intracelular (TLR7, TLRS8, IRAK1), con la capacidad
fagocitica (CYBB) o con la proliferacion de células T (IL2RG) o la activacion de
células B (CD40LG) por poner algunos ejemplos, incluso el receptor de
androgenos esta codificado en el cromosoma X (Randall 2008; Schurz et al.
2019b). Respecto a las hormonas sexuales, en lineas generales se ha
publicado que los estrogenos tienen un papel estimulante de la respuesta
inmune en infecciones mientras que los andrégenos son inmunosupresores.
Los efectos de la progesterona se asocian a un perfil antiinflamatorio, aunque

gran parte de esta experiencia proviene del periodo del embarazo (Klein and
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Flanagan 2016). En detalle, la repercusiéon de las hormonas sexuales sobre la
respuesta inmunitaria es mas compleja y esta sometida a multiples variables
como, la concentracion de hormonas sexuales existente en cada momento del
ciclo fisiolégico de la vida (especialmente en mujeres secundariamente al ciclo
hormonal, embarazo y menopausia), de la densidad de receptores en las
células y del tipo de receptor estimulado. Asi, dosis bajas de 17p-estradiol
estimulan la produccién de citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6 o TNF,
mientras que altas concentraciones reducen la produccién de las mismas (Klein
and Flanagan 2016). Los ESR1 se expresa en niveles elevados en las células
T, mientras que ERSR2 lo hace en las células B y, el estimulo sobre ESR1 en
los macréfagos, reduce la actividad proinflamatoria y las propiedades
protumorales de los macrofagos mientras que el estimulo AR es liberador de
citoquinas proinflamatorias (Clocchiatti et al. 2016). Por otro lado, el papel de la
testosterona parece menos variable, teniendo mayoritariamente un papel
inmunosupresor. De forma representativa, reduce la actividad de las células
NK, la expresién de TLR4 en macrofagos y la sintesis de TNF, iNOS y NO
(Klein and Flanagan 2016). Finalmente la progesterona tiene un papel
controvertido siendo, incluso obviada en algunos trabajos. Fundamentalmente
se le adjudica un papel aintiinflamatorio y por tanto inmunosupresor,
disminuyendo el numero de NK, la secrecion de INFy y TNF etc pero, por otro
lado, niveles altos de progesterona se asocian a un incremento del nimero de
neutrofilos, elementos fundamentales en la activacion, orientacion y regulacion
de la inmunidad innata y adquirida, reflejando que probablemente el nivel
hormonal en sangre tenga un papel decisivo. A estos datos hay que afnadir que,
en otros ambientes ha demostrado ser fundamental para mantener una
respuesta inmune adecuada contra patogenos y proteinas alogénias (Klein and
Flanagan 2016).

4 MELANOMA CUTANEO

4.1 Definicion

El melanoma es una neoformacion originada a partir de los melanocitos.
Generalmente se asienta en la piel aunque también puede verse en mucosas y

globo ocular. De forma menos frecuente puede afectar al aparato digestivo y al
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sistema nervioso. Aunque el melanoma cutaneo no es el cancer mas frecuente
de piel, si es el responsable de la mayor parte de las muertes (Ward and Farma
2017).

4.2. Epidemiologia

La incidencia de melanoma asciende anualmente y, a pesar de la
implementacion de los programas de prevencion primaria y secundaria y los
avances terapéuticos en los ultimos anos, las cifras de mortalidad contintan en
aumento. Las cifras de incidencia varian en funcion de la regién geogréfica,
que suele condicionar el fototipo cutaneo y el grado de exposicion solar. Asi en
Australia se observa una incidencia de 40 casos/100000 habitantes/afio,
mientras que Asia o Africa es de 0.2-0.4/100000 habitantes/afio. En Espafia la
incidencia se ubica en unos 6-8 casos/100000 habitantes/afio con una
mortalidad de 1.4 casos/habitantes/afo (Ward and Farma 2017; SEOM).

4.3 Factores de riesgo para el desarrollo de melanoma

El factor de riesgo mas importante es la exposicion solar aguda, sobre todo
durante la infancia y juventud. Ademas de otros factores ambientales como la
inmunosupresion o la exposicion a radiacion electromagnética o UV artificial,
existen factores constitucionales propios de cada individuo, tales como: la edad
superior a 60 anos, un fototipo cutaneo I-Il, pelo rojo o rubio, ojos azules,
elevado numero de nevus melanociticos, antecedentes familiares y el sexo
masculino. Respecto a este ultimo, se estima que la probabilidad de un hombre
de desarrollar un melanoma es 1.5 veces mayor que una mujer, si viene es
cierto que este dato hay que referenciarlo a la edad: Las mujeres tienen mayor
incidencia que los hombres hasta los 40 afios. Sin embargo a los 75 afos, la
incidencia en hombres es tres veces mayor que en mujeres. El antecedente de
un melanoma en la historia personal de un individuo es muy importante:
Aproximadamente entre un 1-8 % de los pacientes con historia previa de

melanoma, desarrollaran otros (Ward and Farma 2017).
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4.4 Tipos de melanoma

Pueden distinguirse distintas variedades:
-Melanoma de extensién superficial: el mas comun.

-Melanoma nodular: menos comun (10-15%). Es mas frecuente en hombres a

partir de los 50-60 anos y presenta mayor tasa de metastasis.

-Melanoma lentigo maligno (4-10%): Asociado a la exposicién prolongada a la

luz.

-Melanoma lentiginoso acral: poco comun, 5%. Se desarrolla a una temprana

edad, predominantemente en mujeres y localizado en dedos, palmas y plantas.

Existen otros melanomas menos frecuentes como el melanoma de mucosas o
el melanoma desmoplasico. Este ultimo mas habitual en pacientes mayores,
normalmente hombres, ubicado en cabeza y cuello y generalmente con gran
crecimiento infiltrante y, por ello, altas tasas de recurrencia, o (Ward and Farma
2017).

4.5 Diagnoéstico

El principal y primer escalén diagndstico es la exploracién fisica. Este método
es altamente sensible para detectar lesiones cutaneas sospechosas, sobre
todo en especialistas entrenados, pero puede ser poco especifico para
melanoma. Disponemos, ademas, de la dermatoscopia, que es un método
diagndstico no invasivo muy empleado. La biopsia, escisional con margen
estrecho (2 mm) o tipo “punch”, es el medio diagndstico definitivo.

El patdlogo evaluara la muestra y, en caso de ser un melanoma, aportara
informacion importante para saber cuales son los siguientes pasos: Espesor
tumoral maximo en mm (indice de Breslow), presencia de ulceracion, nivel de
Clark (I-V), tasa mitésica en mm2, microsatelitosis/ metastasis en transito,
invasion vascular y/o perineural, infiltrado linfocitario intratumoral, presencia de
regresion, fase de crecimiento radial, tipo histolégico, nevus asociado, situacién
de los margenes laterales y/profundos y distancia minima en mm al tumor
(Ward and Farma 2017).
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4.6 Tratamiento

Tras el diagnéstico, el siguiente paso habitual suele ser indicar la ampliacién de
los margenes de reseccion y valorar la necesidad de evaluar la posible
diseminacion a los ganglios.

El melanoma cutaneo tiene un marcado tropismo por la afectacion linfatica y, a
dia de hoy conocemos cuales son las situaciones en las que puede ser mas
probable la afectacion ganglionar. Para valorar las cadenas ganglionares y
puesto que los patrones de migraciéon ganglionar desde la piel son muy
variables, se realiza una linfogammagrafia dinamica con objeto de identificar el
ganglio centinela y biopsiarlo selectivamente. Este paso se realiza siempre y
cuando la exploracién de los territorios ganglionares no revele adenopatias
macroscopicamente patoldgicas. La indicacion de realizar este procedimiento,
actualmente, se centra sobre melanomas de mas de 0.8 mm de espesor, o
melanomas de menos de 0.8 mm de espesor con presencia de ulceracion, en
ausencia de datos clinicos o radiologicos sugestivos de afectacion ganglionar.
Mediante la inyeccién cutanea perilesional de Tc® y la realizacién de la
linfogammagrafia dinamica, podremos observar a qué cadena ganglionar drena
la regién cutdnea en la que estaba ubicado el melanoma. De esta forma
identificamos el primer ganglio de drenaje de esa regidbn ganglionar,
denominado ganglio centinela y que, en teoria, predice el estado de su cadena
ganglionar. La reseccion de ese ganglio se denomina biopsia selectiva del
ganglio centinela y su analisis aporta una informacion decisiva, tanto pronostica
como para determinar estrategias terapéuticas (Avilés-lzquierdo et al. 2020).
Tras la realizacioén del ganglio centinela y su analisis puede ser necesario, 0 no,
la realizacion de una nueva cirugia para retirar el resto de los ganglios
linfaticos, procedimiento denominado linfadenectomia y cuya indicacién es foco
de una intensa controversia a dia de hoy por su implicacién en la supervivencia
(Faries et al. 2017).

Tras completar el tratamiento quirdrgico, en caso de ser necesario, el
melanoma se estadifica mediante la clasificacion disefnada por la AJCC
(American  Joint Committee on Cancer) y denominada TNM

(Tumor/Node/Metastasis). En ella se clasifica el tumor mediante sus
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caracteristicas locales (Tumor), ganglionares (Node) y la presencia de
metastasis (M) (Amin et al. 2017).

Los pacientes, adecuadamente estadificados, son evaluados por un Comité
Multidisciplinar de expertos. En él se evalua la posibilidad de recaida, en
ausencia de enfermedad visible en otras partes del organismo, y se decide la
mejor estrategia. Esta puede ir desde observacion y control clinico/radiolégico
hasta la administracién de tratamientos adyuvantes, bien farmacoldgicos o
radioterapicos. Las alternativas farmacolégicas han sufrido una revolucién en
los ultimos afos de la mano de la inmunoterapia.

La decision de cual es la mejor eleccion de farmaco o combinacién de los
mismos es compleja y obedece a la consideracion de multiples factores y debe
ser realizada por un oncodlogo experto. Aparte de la quimioterapia sistémica
convencional con farmacos clasicos como el interferbn o la dacarbacina,
actualmente muy poco utilizadas, disponemos de otros dos grandes grupos de
farmacos: (1) Las terapias dirigidas, que estan centradas en lo inhibidores de
las vias proliferativas de las map kinasas y (2) la inmunoterapia, cuya base es
la inhibicién de los puntos de control del sistema inmune, llamados “check
points”. El primer grupo de farmacos basa su efecto en la conocida influencia
que tienen algunas mutaciones observadas en los tumores, mutaciones de B
RAF o de MEK, sobre la proliferacion tumoral. Al inhibirlas, se puede frenar el
crecimiento tumoral. El segundo grupo se centra en revertir los mecanismos
tumorales de escape empleados por las células tumorales. Los check point son
puntos de control para el sistema inmune, moléculas de superficie que al ser
activadas, activan o inhiben a las células del sistema inmune para
desencadenar o frenar una respuesta inmune. Es el sistema de control
empelado para regular su actuacion y no eliminar células propias. Las células
tumorales emplean los check points a su favor, evitando ser reconocidas y
destruidas. La activacion de estos check points de los linfocitos T inhibe su
respuesta inmune y permiten crecer al tumor, por tanto al reactivarlos con
terapia, las células citotdxicas vuelven a ser efectivas (Lee, Al-Shamkhani, and
Mirnezami 2019).
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4.7. Pronodstico

El prondstico del melanoma queda condicionado por el estadio postoperatorio
(Figuras 6A y 6B) y esta fuertemente influenciado por el sexo como hemos
expuesto en el apartado 2, existiendo una ventaja en supervivencia vinculada al
sexo femenino. Ademas los melanomas en estadios localizados en mujeres
mostraron un menor riesgo de metastasis. El melanoma localizado en los
hombres muestra peores caracteristicas en el momento del diagndstico: mayor
tasa de ulceracion, mayor grosor, localizacion mas frecuente en cabeza, cuello
e incluso en caso de recaer, las mujeres lo hacen mas tarde y con mayor tasa

de curacién que los hombres (Roh et al. 2015).
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Figura 6: Probabilidad de supervivencia por melanoma a 10 aiios. Cancer Staging Manual, 8th
edition (2016).

A: Estadios | y Il de la American Joint Cancer Comitte.

B: Estadio Ill de la american Joint Cancer Comitte.

Fuente: Amin et al. 2017
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JUSTIFICACION

El sexo femenino presenta mejor prondstico oncolégico que el sexo masculino.
Esta observacion clinica es constante para la gran mayoria de los tumores no
sexo especificos y es independiente de la region geografica estudiada o el nivel
socio-econdmico del pais. Es muy interesante el hecho de que, en la gran
mayoria de los canceres, la ventaja pronostica para las mujeres es mucho mas
acentuada en el subgrupo de edad con menos de 50-55 afios y posteriormente
tiende a atenuarse pudiendo incluso llegar a desaparecer. Las primeras
interpretaciones de esta diferencia pronostica se centraron sobre los diferentes
comportamientos sociales mostrados frente a la salud por hombres y mujeres,
pero los programas de prevencion primaria no consiguieron eliminarla. Por
tanto, la causa debe residir en factores intrinsecos al sexo que afectan al
proceso de génesis y desarrollo tumoral.

La oncogénesis es un proceso complejo que guarda cierta similitud con la
organogeénesis. En su implantaciéon y desarrollo, las células tumorales
establecen relaciones con los elementos de su entorno con el objetivo de
generar una estructura propicia para el desarrollo de un soporte estructural y
vascular que le permita crecer y expandirse. Estas relaciones son las que
podrian ser moduladas por factores intrinsecos al sexo y que acabasen
generando ambientes mas o menos propicios para el desarrollo y progresion
tumoral. Son dos los factores intrinsecos con mayor relevancia en la
diferencian entre sexos, la carga genética albergada en los cromosomas
sexuales y las hormonas sexuales. Estas ultimas ejercen influencia sobre
multiples funciones organicas y se responsabilizan de la organizacion vy
coordinacion de situaciones fisiologicas de extremada complejidad pero, al
mismo tiempo, su desregulacién también tiene importantes consecuencias
patolégicas.

Considerando que las hormonas sexuales son un factor claramente
diferenciador entre sexos, su reconocida influencia sobre el funcionamiento y
coordinacion de érganos y sistemas y la atenuacion de la ventaja pronostica
oncolégica en relacion con la edad observada en las estudios clinico-

epidemiologicos, es necesario investigar la influencia de las hormonas sexuales
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sobre el desarrollo tumoral, sus mecanismos de actuacion, y si estos
mecanismos son potencialmente utilizables en clinica.

Melanoma cutaneo es un tumor de gran relevancia clinica en el que tenemos
extensa experiencia clinica y que, ademas, muestra un patrén de

comportamiento acorde a lo que hemos expuesto.
HIPOTESIS

La diferencia en pronédstico oncoldgico evidenciada entre sexos puede deberse
al efecto de las hormonas sexuales sobre el desarrollo tumoral. Postulamos
que las hormonas sexuales afectan a la implantacién y desarrollo tumoral
condicionando sus posibilidades de crecimiento y expansion y que esto, podria

demostrarse empleando un modelo tumoral basado en melanoma cutaneo.
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El objetivo global de la linea de investigacion es determinar la influencia de

las hormonas sexuales en la implantacion y desarrollo tumoral.
Para ello se desarrollaran varios objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto del sexo sobre el desarrollo del melanoma cutaneo

humano en un modelo de ratén.

2. Evaluar el efecto de las hormonas sexuales sobre las células tumorales

de melanoma cutaneo humano.

3. Evaluar el efecto de las hormonas sexuales sobre el desarrollo tumoral

local, sometiendo al modelo creado a diferentes estimulos hormonales.

4. Evaluar el impacto macroscoépico que generan las hormonas sexuales

en la diseminacién a distancia (enfermedad metastasica)
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1 RATONES

Este proyecto se ha realizado de acuerdo con el RD53/2013 y la Ley 32/2007,
con respecto a las reglas basicas para la proteccion y el cuidado de animales
en experimentacion. El manejo de los animales se llevd a cabo de acuerdo a la
Directiva 2010/63/UE, Ley 9/2003 y RD178/2004. El personal encargado de
todas las manipulaciones y procedimientos quirurgicos o intervencionistas
sobre los animales dispone de la acreditacion necesaria, segun establecen las
disposiciones vigentes. Todos los procedimientos fueron aprobados por la
Comunidad de Madrid (PROEX 147/14, 256/16, 261/16, 017/17). Las
instalaciones empleadas fueron las de la Unidad de Medicina y Cirugia
Experimental (Registro ES280790000087) pertenecientes al Hospital General
Universitario Gregorio Marafion y al Instituto de Investigacidon Sanitaria
Gregorio Marafién (liISGM).

Para el desarrollo del modelo animal con xenoimplante se emplearon ratones
machos y hembras NSG™ de los laboratorios Jackson: NOD.Cg-
Prkdc®*l12rg"™"™"/SzJ (005557). Se trata de ratones modificados, que no
expresan el gen Prkdc ni el gen IL2rg ligado al cromosoma X, lo que les
confiere importante deterioro en su sistema inmune, por este motivo son un
modelo muy favorable para la realizacion de xenotransplantes. Asi,
estructuralmente no presentan ganglios linfaticos y soélo algunos rudimentos
quisticos en el timo. A nivel celular, la ausencia de expresion de Prkdc genera
deficiencia completa de linfocitos T y B maduros y la mutaciéon concerniente a
IL2rg impide la sefalizacion a través determinadas citoquinas, causando una
actividad citotoxica extremadamente baja en las células NK. Tampoco disponen
de sistema de complemento y, adicionalmente, presentan algun deterioro en el
funcionamiento de macréfagos y células dendriticas. Externamente no
muestran ninguna anomalia fisica ni conductual, son de tamafos normales,
viables y fértiles. Su evolucidn cronoldégica es similar a la del resto de los
ratones empleados en experimentacion. Al nacer, pesan uno o dos gramos, no
tienen capacidad visual ni auditiva, no tienen pelo y son muy activos. El
desarrollo del pelaje comienza al tercer dia y se ha completado en torno a
séptimo/décimo dia. A los doce dias comienzan a tener capacidad

visual/auditiva y, en torno al dia 13 o 14 comienzan a ingerir alimento sélido y
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agua del bebedero, pudiendo ser destetados a los 21 dias aproximadamente,
momento en que pesan entre 11 y 14 gramos. La madurez sexual de la hembra
se produce entorno a la 72-8% semana y la del macho entre a 62 y la 8% semana,
desde este momento son considerados adultos (Behringer et al., “005557 -
NOD.Cg-Prkdc<scid> 112rg<tm1Wijl>/SzJ”). Dadas sus especiales condiciones,
los ratones se mantuvieron estabulados bajo condiciones libres de patégenos
especificos, en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y en condiciones
controladas de temperatura’/humedad. Asimismo dispusieron de acceso libre a

agua/comida y de un enriquecimiento ambiental adecuado.

2 LINEAS CELULARES

Se seleccionaron dos lineas celulares derivadas de melanoma cutaneo

humano que, en el ratdn, generan melanomas nodulares amelandéticos:

e BLM (RRID: CVCL_7035).

e SK-MEL-103 (RRID: CVCL_6069).
Las lineas celulares se almacenaron en condiciones estériles de
criopreservacion en nitrégeno liquido, siguiendo las recomendaciones del
suministrador. Tras su descongelaciéon fueron mantenidas y cultivadas en
medio RPMI (RPMI-1640 Medium.Fisher Scientific.UK) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 5% y L-glutamina. Las condiciones de cultivo
fueron: Temperatura 37° y atmésfera con un 95% de humedad y un porcentaje
de CO, del 5%. Los cultivos se realizaron sobre placas (Cultek: 15430591.
100x20 mm con superficie de 55 cm?) y flask (Cultek: 45353136. 75 cm?).
Durante el crecimiento no se utilizd antibiotico y se realizé analisis por PCR
para descartar la presencia de micoplasma en los cultivos. Se realizaron los
cambios de medio y placa de acuerdo a las condiciones de coalescencia

recomendadas por el suministrador.

3 ANALISIS IN VITRO DE LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE
RECEPTORES PARA HORMONAS SEXUALES EN LAS LIiNEAS
CELULARES TUMORALES

El analisis de la expresion de receptores para hormonas sexuales, se valord

mediante la expresion de las proteinas: ESR1 (el receptor de estrégenos a o
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ERa), PGR (el receptor de progesterona) y AR (el receptor de andrégenos o de
testosterona). Se opt6 por analizar estas proteinas por ser las mas comunes y

las mas referenciadas en la literatura.

3.1 Procedimientos de deteccion/evaluacion de la expresion

Para determinar la expresion y localizacion de receptores de hormonas
sexuales en las lineas celulares de melanoma, se realizO marcaje por

inmunofluorescencia indirecta y analisis posterior por dos métodos diferentes:

3.1.1 Andlisis cuantitativo por citometria de flujo.

3.1.2 Analisis de localizacion por microscopia confocal.

3.1.1 Analisis cuantitativo por citometria de flujo

Para el marcaje de receptores de hormonas sexuales en las lineas celulares
tumorales y su posterior analisis por citometria de flujo se emplearon
anticuerpos especificos (Tabla 2). Las lineas celulares seleccionadas, BLM y
SK-MEL-103, se marcaron con el kit comercial eBioscience™ Foxp3
Transcription Factor Staining Buffer Set (cédigo de catalogo 00-5523-00,
ThermoFisher Scientific, EEUU), que esta disefiado para el estudio de la
expresion de proteinas nucleares. Se siguieron los protocolos recomendados
por el suministrador y se usaron los anticuerpos primarios de la Tabla 2. La
solucion de bloqueo se complementd con inmunoglobulinas humanas 1IGG (50
pg/mL) con el fin de bloquear los receptores Fc presentes en la superficie
celular y evitar uniones inespecificas de los anticuerpos de interés. La
incubacion con anticuerpos se realizd a 4°C en camara himeda y oscuridad.
Las células muertas se excluyeron mediante marcaje con 7-amino-actinomicina
D (Sigma, EEUU). Como controles negativos se utilizaron anticuerpos de los
mismos isotipos, y el marcaje con el anticuerpo secundario sin el primario. Las
células se analizaron en el citdmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea,
EEUU) y el analisis de datos se realizé con el software FlowJo (Tree Star, Inc,
Ashland, Oregon, EEUU).
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Anticuerpo Clon Especie Referencia Concentracion
. . Santa Cruz
PGR (C-19) Policlonal Rabbit IgG SC 538 1:50
Biotechnology
. . Assay
AR (Ab-94) Policlonal Rabbit IgG B0767 1:50
Biotechnology
. . Santa Cruz
ESR1 (H-184) Policlonal Rabbit IgG SC 7207 1:50
Biotechnology
Tabla 2: Anticuerpos empleados para la deteccion de receptores hormonas sexuales.
PGR: Receptor progesterona; AR: receptor de andrégenos; ESR1: Receptor estradiol alfa

3.1.2 Analisis de localizacién por microscopia confocal

El crecimiento de las lineas celulares, se realizé en placas multiwell de 24
pocillos (15.5 mm, 2 cm?), equipadas con cubreobjetos circulares Nunc™ Glass
Bottom Dishes 12 mm (ThermoFisher Scientific, EEUU). Los cubreobjetos se
incubaron con fibronectina (Merk, EEUU) y sobre ellos se depositd una
cantidad de 2.5x10° células/pocillo. Posteriormente se realizé una incubacion
durante cuatro horas en medio RPMI con SFB 5%, de esta forma se consigui6
la adherencia sobre el cristal. Tras esta incubacion se fijaron con
paraformaldehido al 2% (Sigma Aldrich, EEUU) en buffer fosfato salino (PBS) y
se permeabilizaron con Tritbn X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich, EEUU). Para
prevenir la union inespecifica, las muestras se bloquearon con SFB 5% vy, para
evitar la union de los anticuerpos a los receptores de Fc, se anadio
inmunoglobulinas humanas IGG (50 pg/mL). La incubacién de los anticuerpos
primarios y el secundario se realiz6 a temperatura ambiente, en camara
hameda y en oscuridad. Después, las muestras se tifieron con 4 ',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), Dihydrochloride (Calbiochem, Merk, EEUU) para resaltar los
nucleos celulares y se procedid al montaje de las muestras en medio
fluorescente (Dako Cytomation). Los controles se obtuvieron incubando las
células solo con los anticuerpos secundarios. Las preparaciones resultantes se
analizaron en microscopio confocal de fluorescencia (SPE, Leica Microsystems,
Germany). Las imagenes se capturaron empleando el objetivo de inmersion en

glicerol ACS-APO 20x, apertura numérica 0.60.
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4 ANALISIS DE LA PROLIFERACION IN VITRO DE LAS LINEAS
CELULARES TUMORALES EN PRESENCIA DE HORMONAS

El impacto de la presencia de hormonas sexuales en la tasa de proliferacion in
vitro de las lineas celulares tumorales (BLM y SK-MEL-103), se analiz6
empleando, métodos cuantitativos basados en citometria de flujo y métodos de

procesamiento de imagenes por microscopia confocal:
4.1 Contaje por citometria de flujo.
4.2 Analisis de la incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU):
4.2.1 Citometria de Flujo.
4.2.2 Microscopia Confocal.

4.1 Contaje por citometria de flujo

La incubacion in vitro se realizé en placas de 24 pocillos (Corning, EEUU) en
los que se depositaron 1x10° células/pocillo en RPMI + SFB 1%, y a los que se
afiadieron las hormonas (estradiol, progesterona y testosterona) a diferentes
concentraciones. Para la preparacion de las hormonas se empled solucién en
polvo de Estradiol (Merck, EEUU), Progesterona (Merck, EEUU) y Testosterona
(Merck, EEUU) que se disolvid en etanol absoluto para generar una solucion
stock 0.01 M. Con dichas soluciones stock se realizaron diluciones en medio de
cultivo para lograr concentraciones fisioldgicas: estradiol 1x107° M,
progesterona 1x10° M y testosterona 1x10® M. Ademas se titularon las
hormonas en sus concentraciones infrafisiologicas y suprafisioldgicas, que se
afiadieron a los diferentes pocillos para cubrir un mayor rango. Como control se
utilizé un pocillo al que so6lo se le afiadié la cantidad correspondiente de etanol.
Tras 72 horas de incubacion se lavaron los pocillos, se despegaron las células
con tripsina y, después de lavarlas, se realizo el contaje por citometria de flujo
Gallios (Beckman Coulter, Brea, California, EEUU) usando como patrén las
Flow-Count fluorospheres (Beckman, EEUU) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El analisis de los datos se realizé con el software FlowJo (Tree Star,
Inc, Ashland, Oregon, EEUU).
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4.2 Analisis de la incorporacién de BrdU

La segunda forma por la que se evalu6 el efecto de las hormonas en la
proliferacion celular, fue por la incorporaciéon de la bromodeoxiuridina (BrdU).
Dado que este compuesto es un analogo sintético muy similar a la timidina,
puede incorporarse al ADN de las células en fase de sintesis (fase S),
sustituyéndola entre un 99.8 y 100%. Una vez recogidas las células, y fijadas,
se reveld la presencia de BrdU gracias al marcaje del mismo con un anticuerpo
que lleva acoplado el fluorocromo Alexa 488 (ThermoFisher, EEUU). De esta
forma se pudo realizar una medicion de la repercusion de la presencia de
hormonas en el medio de cultivo durante la proliferacién in vitro. La lectura de

la fluorescencia se realiz6 por citometria de flujo y por microscopia confocal.

4.2.1 Analisis mediante citometria de flujo

Para el analisis de la proliferacion celular por citometria de flujo empleando
BrdU, se empled el Kit de tincion Foxp3/Transcription Factor (Ref: 00-5523-00.
Thermo Fisher. EEUU). Se requirié la adecuada preparacion de las células
tumorales y su sembrado en placas M6, a una concentracién de 3x10°
células/pocillo en medio RPMI + SFB al 1%. Tras 24 horas de incubacion se
administré un pulso de BrdU a concentracion final en el cultivo de 10 uM y se
incubd durante 4 horas para valorar el numero de células en divisién en cada
tratamiento. La fijacion de las células y la permeabilizacion de las membranas
plasmaticas y nucleares se realizaron con la soluciéon de tampén incluida en el
Kit descrito. La desnaturalizacion del ADN para exponer y poder marcar el
BrdU con el anticuerpo primario se realizé con acido clorhidrico, neutralizado
posteriormente con tetraborato de sodio (borax). Las células se resuspendieron
en solucién de bloqueo con IGG humana 2mg/ml y, a continuacion, se incubd
con el anticuerpo anti-BrdU (Dako, EEUU). Posteriormente se incubd con el
anticuerpo secundario (antidonkey antimouse 488) marcado con el fluorocromo
(FITC) y se prepararon las muestras para ser leidas en el citometro de flujo
Gallios (Beckman Coulter, EEUU). Como controles negativos se utilizaron
anticuerpos con los mismos isotipos acoplados, Alexa 488 (ThermoFisher,
EEUU). El analisis de los datos se realizé con el software FlowJo (Tree Star,
Inc, Ashland, Oregon, EEUU).
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4.2.2 Analisis mediante microscopia confocal

Para la obtencion de imagenes en microscopia confocal se incubaron 25000
células con RMPI + SFB 1% sobre placas de 24 pocillos en los que se
depositaron cubres redondos NuncTM Glass Bottom Dishes 12 mm
(ThermoFisher Scientific, EEUU). Después del pulso de BrdU, las células se
fijaron con paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron con Triton X-100. Tras
la desnaturalizaciéon con acido clorhidrico y la neutralizacion con Boérax, se
procedidé al bloqueo con RPMI + SFB 5% e IGG humana. En el ultimo paso,
tras la incubaciéon con el anticuerpo anti-BrdU marcado con Alexa 488
(ThermoFisher, EEUU) se anadié DAPI Dihydrochloride (Calbiochem, EEUU)
para tefiir los nucleos celulares y se procedié al montaje de las muestras en
medio de fluorescencia (Dako Cytomation, EEUU). Como controles negativos
se utilizaron anticuerpos con los mismos isotipos acoplados Alexa 488
(ThermoFisher, EEUU). Las preparaciones resultantes se analizaron en
microscopio confocal de fluorescencia (SPE, Leica Microsystems, Germany).
Las imagenes se capturaron empleando el objetivo de inmersion en glicerol
ACS-APO 20x, apertura numérica 0.60.

5 MODELOS MURINOS DE GENERACION Y SEGUIMIENTO DE TUMORES
SIN ADMINISTRACION EXOGENA DE HORMONAS SEXUALES

Se desarrollaron varios modelos de generacion de tumores en ratones, machos
y hembras, en diferentes escenarios hormonales, pero sin recibir en ningun

caso aporte exdogeno de hormonas sexuales (Figura 7).
5.1 Modelo NATURAL en ratén ADULTO.
5.2 Modelo NATURAL en raton PREPUBER.

5.3 Modelo NATURAL en raton ESTERILIZADO.
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Figura 7. Modelos murinos naturales de generacion y seguimiento de tumores sin administracion
exdgena de hormonas sexuales

5.1 Modelo natural en ratén adulto

Se emplearon ratones machos y hembras adultos (8 semanas). Tras la
descongelacion de las lineas celulares se procedio al cultivo y expansion de la
poblacién, hasta lograr el establecimiento en fase de exponencial. El
xenotransplante se realizé con un inéculo de 0.7 x 10° células por animal
suspendidas en 100ul en PBS. La cuantificacion del in6culo se determiné por
camara de Neubauer conforme a los métodos rutinarios de cultivos celulares.
El xenotransplante se realiz6 mediante puncion subdérmica en la zona
dorsocaudal, empleando una aguja 21G, bajo adecuadas condiciones de
asepsia y antisepsia, en cabinas bioldgicas de seguridad tipo Il y con los
animales sedados empleando la anestesia inhalatoria Sevoflurano (Abbott,
EEUU). En el octavo dia post xenotrasplante se rasurd la zona dorsal del
animal con el objetivo de detectar, por palpacién, el comienzo de la lesién
nodular. Una vez detectado se realizé seguimiento, a intervalos de 48 horas,

hasta que la lesion fue accesible a medicién mediante calibrador, tipo cartabén
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de corredera. Se realizaron mediciones, cada 48 horas, entre las mordazas
externas del calibrador, registrandose dos diametros y calculando la superficie
en cm?. No se realizé medicion de la profundidad debido a la dificultad técnica y
la consiguiente subjetividad del dato. Los criterios de punto final del
experimento se establecieron acorde con los procedimientos aprobados por la
Comunidad de Madrid, y fueron los siguientes: 1) En torno al dia 20 por criterio
humanitario, 2) Tamafio tumoral mayor a 1/1.5 cm? y 3) Ulceracion de la lesién

nodular (Figura 8).

NSG 8 sem . 1-1,5cm?
\ . .
8-10 dias 15/20 dias
- I - I -
Xenotransplante subdérmico Medicién periédica Sacrificio y exéresis

0,7x10° células

Figura 8: Modelo natural en ratén NSG adulto, madurez sexual.
Secuencia temporal en ratén NSG adulto desde el xenotransplante subdérmico hasta el sacrificio y
extraccion tumoral (criterio de finalizacién: Superar los 20 dias o tamafio superior a 1/1.5cm?)

Los animales se sacrificaron en camara de CO, o por dislocacién cervical,
acorde con los procedimientos aprobados por la Comunidad de Madrid.
Posteriormente se realizé a la extraccion de la lesion nodular, disecandola de
las estructuras circundantes (piel y tejidos blandos). Finalmente se procedi6 al
pesado (expresado en gramos), a la toma de iconografia y a la toma de

muestras para congelacion y posterior analisis histopatologico.

5.2 Modelo natural en ratén esterilizado quirdrgicamente

La esterilizacion de los machos y hembras pretende generar un modelo lo mas
independiente posible de las hormonas sexuales enddgenas. No obstante la
corteza suprarrenal genera diferentes tipos de hormonas esteroideas, siendo
un lugar secundario de una pequefa producciéon de hormonas sexuales en
hembras. Una vez esterilizado el animal, se dej6é un periodo de recuperacion de

14 dias, tras el cual se realizd el xenotrasplante subdérmico. La secuencia de
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seguimiento y finalizacion del este modelo fue igual a la descrita para el modelo

natural en ratéon adulto (Figura 9).

\\ &, AN
NSG 4-5 sem % )
14 dias -10 dias /20 dias N
\ \ \’\mx 8-10 A\ 15/20

Xenotransplante subdérmico

| Medicién periédica Sacrificio y exéresis
0,7x10° células

Esterilizacién quirdrgica

Figura 9: Modelo esterilizacion quirtrgica: Raton esterilizado quirdrgicamente antes de alcanzar la
madurez sexual/hormonal.

Secuencia temporal, en ratdn esterilizado quirdrgicamente antes de alcanzar madurez
sexual/hormonal, que comprende el xenotransplante subdérmico realizado durante la edad adulta,
el control evolutivo y el sacrificio/extraccion tumoral (Criterio finalizacién: Superar los 20 dias o
tamafio superior a 1/1.5cm2).

5.2.1 Procedimientos quirtirgicos de esterilizacion

Los procedimientos quirurgicos de esterilizacion se realizaron en cabinas
biolégicas de seguridad tipo Il respetando las normas y protocolos para una
adecuada asepsia y antisepsia quirurgica, acorde con los procedimientos
aprobados por la Comunidad de Madrid.

5.2.1.1 Anexectomia

El procedimiento se realizd en ratones de 4/5 semanas de vida, antes de
alcanzar la madurez sexual, bajo anestesia general inhalatoria con Sevoflurano
(Abbott, EEUU). Tras la desinfeccion de la piel y, administracion de una
pequefia dosis (aproximadamente 50ul) de lidocaina subcutanea sin
vasoconstrictor (Ampollas 10 ml al 1%, B Braun) se procedio a la realizacion de
dos pequefas incisiones cutaneas en la zona dorso-lumbar, para
posteriormente proceder a la apertura del plano muscular y peritoneal y
acceder a la cavidad localizando el anejo. Una vez eviscerado se procedio a
ligar vascularizacién y oviducto, caudal a su insercion en el utero, logrando asi
la separacion definitiva del ovario. El cierre se realizd por planos con seda de
6/0. Los animales se recuperaron en placas de calor y recibieron analgesia
postoperatoria con una dosis de 0.05-0.1mg/kg e buprenorfina (Indivor, EEUU)
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y 30-40mg/kg de ibuprofeno (Fardi, Espafa) disuelta en el agua durante 3 dias
minimo, acorde con los procedimientos aprobados por la Comunidad de
Madrid.

5.2.1.2 Orquiectomia

El procedimiento se realizd igualmente en ratones de 4/5 semanas de vida,
antes de alcanzar la madurez sexual, bajo anestesia general inhalatoria con
Sevoflurano (Abbott, EEUU). Tras la correspondiente desinfeccion de la piel y,
administracion de una pequefa dosis (aproximadamente 50pl) de lidocaina
subcutanea sin vasoconstrictor (ampollas 10 ml al 1%, B Braun), se procedi6 a
la realizacion de una incision ventral y transversal que permite acceder a la
cavidad peritoneal. Tras rechazar la vejiga, se exteriorizaron las gonadas y se
seccionaron, entre ligaduras, los pediculos vasculares y el conducto deferente.
Se procedio al cierre por planos con sutura de seda 6/0. Los animales se
recuperaron en placas de calor y recibieron analgesia postoperatoria con una
dosis 0.05-0.1mg/kg de buprenorfina (Indivor, EEUU) y 30-40mg/kg de
ibuprofeno (Fardi, Espafia) disuelta en el agua durante 3 dias minimo, acorde

con los procedimientos aprobados por la Comunidad de Madrid.

5.3 Modelo natural en ratén prepuber

Para el desarrollo de este modelo se emplearon ratones, machos y hembras
prepuberes (4 semanas), por tanto este modelo estuvo exento de una
influencia hormonal significativa puesto que no existe producciéon de hormonas
sexuales en las gonadas. Puede existir una pequena sintesis de esteroides con
actividad sexual en la corteza suprarrenal. La secuencia de xenotransplante de
este modelo, asi como el seguimiento y finalizacién del modelo fue igual a la

descrita para el modelo natural en raton adulto (Figura 10).
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Figura 10: Modelo natural en ratéon prepuber (previo a alcanzar madurez sexual: Ausencia

hormonas sexuales).

Secuencia temporal, en ratéon prepuber (inmadurez hormonal), que comprende el xenotransplante

subdérmico, el control evolutivo, el sacrificio/extraccién tumoral (criterio de punto final: Superar los
, ~ o 2
20 dias o tamafio superior a 1/1,5cm°)

6 MODELOS MURINOS DE GENERACION Y SEGUIMIENTO DE TUMORES

EN AMBIENTES HORMONALES CONTROLADOS

Para poder controlar el ambiente hormonal en el que se implantaba y

desarrollaba la lesion tumoral disefiamos diferente modelos naturales y de

esterilizacion quirurgica. Estos procedimientos se realizaron en la 4/5 semana

de vida del animal.

Antes de comenzar con la administracién hormonal o el

xenotransplante subdérmico, se dejé un periodo de recuperacion de 14-15

dias. Los xenotransplantes se realizaron con las lineas celulares tumorales
BLM y SK-MEL-103 (Figura 11).
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Figura 11. Modelos murinos de generacion y seguimiento de tumores en ambientes hormonales
controlados.

PG: Progesterona, Uli: Acetato Ulipristal, Ts: Testosterona, Fluta: Flutamida. E2: Estradiol
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6.1 Modelos hormonales controlados

6.1.1 Modelo tratamiento

El modelo tratamiento se caracteriza por la esterilizacion quirdrgica del animal
y la administracién de la hormona seleccionada después del xenotransplante
subdérmico.

Se realiz6 la esterilizacion quirurgica en la 4/5 semana de vida, como se ha
descrito previamente y pasado el tiempo de recuperacion, se procedié al
xenotransplante subdérmico con 0.7 x 10° células/ratén. 48 horas después se
inicid la administracién subcutanea del compuesto hormonal seleccionado
(estradiol, testosterona o progesterona), que se repiti6 cada 4 dias. La
secuencia de seguimiento y finalizacién del este modelo fue igual a la descrita
para el modelo natural en ratén adulto. El criterio finalizacion fue superar los 20

dias o un tamafio tumoral superior a 1/1,5cm? (Figura 12).

MODELO TRATAMIENTO

4, &, Administracién \\ Tamafio
NSG 4-5 sem /% % hormonas sc @ tumoral 1 1,5
— 14d \/ —a 48-72 h x/ A cada 4 dias ‘\ X \ 15/20 dias /“\\J S
. ( < \*5 b (s ' xx "5 i x «é&é\’ > (& N
) S — N
Esterilizacién Xenotransplante Puncién subdérmica Medicién periédica Sacrificio y exéresis
quirdrgica subdérmico: 0,7x10° hormonas desde dia 8-10.

células

Figura 12: Modelo esterilizacion quirdrgica y tratamiento hormonal: Ratén esterilizado
quirdrgicamente antes de alcanzar la madurez sexual/hormonal, administrando el compuesto
hormonal tras el xenotransplante subdérmico.

Secuencia temporal en ratén esterilizado quirdrgicamente antes de alcanzar madurez
sexual/hormonal. Tras 14 dias de recuperacion se realiza el xenotransplante subdermico y 72 h
después se administrd, por via subcutanea, del compuesto hormonal elegido, que se realizara cada
4 dias hasta finalizar el experimento. El seguimiento se realiza segliin protocolo hasta el sacrificio y
extraccion tumoral (Criterio finalizacion: Superar los 20 dias o tamafio superior a 1/1,5cm2)

Este modelo presenta tres escenarios diferentes:
6.1.1.1 Machos recibieron testosterona
6.1.1.2 Hembras recibieron estradiol

6.1.1.3 Hembras recibieron progesterona.
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6.1.2 Modelo preacodicionamiento

El modelo preacondicionamiento se caracteriza por la esterilizacion quirurgica
del animal y la administracion de la hormona seleccionada antes del
xenotransplante subdérmico.

Se realiz6 la esterilizacion quirurgica en la 4/5 semana de vida, como se ha
descrito previamente y, pasado el tiempo de recuperacion post esterilizacion
quirurgica (14/15 dias) se inicid la administracion subcutanea del compuesto
hormonal elegido. 48 horas mas tarde se realiz6 el xenotransplante subdérmico
con 0.7 x 10° células/raton. La administracion hormonal se realizé cada 4 dias.
La secuencia de seguimiento y finalizacion del este modelo fue igual a la
descrita para el modelo natural en raton adulto. El criterio finalizaciéon fue

superar los 20 dias o un tamafio tumoral superior a 1/1,5cm? (Figura 13).

MODELO PREACONDICIONAMIENTO
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Esterilizacion Puncién subdérmica Ino‘culrf tumoral ] Medicion periédica Sacrificio y exéresis

quirdrgica hormonas subdérmico: 0,7x10 desde dia 8-10.
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Figura 13: Modelo esterilizacidn quirurgica y preacondicionamiento hormonal: Raton esterilizado
quirdrgicamente antes de alcanzar la madurez sexual/hormonal, administrando el compuesto
hormonal antes del xenotransplante subdérmico.

Secuencia temporal en ratén esterilizado quirdrgicamente antes de alcanzar madurez
sexual/hormonal. Tras 14 dias de recuperacion se inicia la administracién, por via subcutanea, el
compuesto hormonal elegido. 72h después se realizd el xenotransplante subdermico. La
administracion del compuesto hormonal se realizara cada 4 dias hasta finalizar el experimento. El
seguimiento se realiza seglin protocolo hasta el sacrificio y extraccién tumoral (Criterio finalizacion:
Superar los 20 dias o tamafio superior a 1/1,5cm’)

Las combinaciones de sexo y compuestos hormonales di6 lugar a dos
ESCENARIOS:
6.1.2.1 Combinacion de sexos/hormonas sinténica

Los animales recibieron preacondicionamiento hormonal con las

hormonas dominantes en su sexo.

a. Hembras recibieron progesterona
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b. Hembras recibieron estradiol
c. Machos recibieron testosterona
6.1.2.2 Combinaciéon de sexos/hormonas inversa

Los animales recibieron preacondicionamiento con las hormonas no

dominantes en su sexo.
a. Machos recibieron progesterona

b. Hembras recibieron testosterona

6.1.3 Modelo natural en presencia de bloqueo periférico de receptores de

hormonas sexuales

Se caracteriza por la administracion subdérmica de un antagonista periférico de

los receptores de progesterona y testosterona, antes del xenotransplante

subdérmico. No se realiza esterilizacion quirurgica.

Para el desarrollo de este modelo se emplearon ratones machos y hembras

adultos (8 semanas), a los que se les administrd, por via subdérmica, un

antagonista de los receptores periféricos de las hormonas sexuales segun su

SeXo:

Machos: Flutamida (Sigma, EEUU): La flutamida es un antiandrégeno puro
no esteroideo, sin actividad progestagénica, androgénica intrinseca,
estrogénica o glucocorticoide. Desplaza al andrégeno de su receptor
impidiendo su accion. Adicionalmente, la flutamida disminuye la secrecion
de andrégenos suprarrenales (dehidroepiandosterona sulfato vy
androstenodiona) por inhibicién secundaria del eje regulador dependiente
de ACTH.

Hembras: Acetato de Ulipristal (Sigma, EEUU): Se trata de un compuesto
con estructura tipo esteroide que actua como modulador selectivo de los
receptores de progesterona con efectos inhibitorios. Presenta escasa
actividad sobre los receptores de androgenos o de otros esteroides y su

paso por el higado genera metabolitos hepaticos activos.

El antagonista periférico fue administrado 72 horas antes del xenotransplante y

se continué administrando cada 4 dias. El protocolo que involucra el
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xenotransplante, seguimiento y finalizacion del experimento es el mismo que se

ha descrito para el modelo natural en ratén adulto (Figura 14).

Administracién ’ \\ Tamafio
"/ ‘/ bloqueante sc \ Q tumoralzl- 1,5
% cada 4 dias 15/20 dé i
ias
\ ~"Q 72 h \ ~A ) :Q\ /\\T\‘K\\
- ~ -’ ~ - -
~  — = ) > ) | 2
\\__/ \F’\
Administracién . - Sacrifici P
subdérmica de Xenotransplante subdérmico Medicién periédica acrificio y exéresis
0,7x106 células desde dia 8-10.

bloqueante hormonal

Figura 14: Modelo natural en ratén adulto en presencia de bloqueo farmacolégico.

Secuencia temporal, en raton adulto, que comprende la administracién de un antagonista periférico
de los receptores de testosterona (flutamida) en machos y de progesterona (acetato de ulipristal)
en hembras, 72 horas antes del xenotransplante subdérmico. No se realiza esterilizacidon quirdrgica.
Los antagonistas se administran por via subcutanea cada 4 dias hasta el sacrificio/extraccion
tumoral (criterio de punto final: Superar los 20 dias o tamafio superior a 1/1, cm’).

6.2 Preparacion y administracion de hormonas y antagonistas periféricos

La administracion de estradiol, progesterona, testosterona, flutamida y acetato
de ulipristal se realizé disolviéndolas en 200uL de aceite de sésamo (Sigma
Aldrich, EEUU) por via subcutanea con una aguja de 25G (0,5x16mm).

6.2.1 Hormonas sexuales

La eleccion de la dosis hormonal administrada se realiz6 atendiendo a la
experiencia previa del grupo investigador y tuvo como marco de referencia los
trabajos realizados sobre las equivalencias: dosis subcutanea administrada,
concentracion plasmatica obtenida y efectos fisiolégicos observados. Se buscé
alcanzar concentraciones en el umbral fisiolégico en plasma:

e La dosis subcutanea 0,04 mg de estradiol (Merck, EEUU), produjo una
concentracion en suero (~250pg/ml) en torno al valor del pico fisiolégico
propio de la fase folicular o estro en ratones (100-200pg/ml) (Paharkova-
Vatchkova, Maldonado, and Kovats 2004; Mao et al. 2005) y se observo en
las ratonas las caracteristicas histologias propias de la fase folicular en la

vagina: células epiteliales poligonales, ausencia de neutrdfilos,
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queratinizacién y del epitelio vaginal, etc. (Sandra Lasarte et al. 2016;
Salinas-Muioz et al. 2018; Relloso et al. 2012).

e La dosis subcutanea 0,4mg de progesterona (Merck, EEUU), produjo una
concentracion en suero (~5pg/ml) entorno a al valor pico fisiologico 5-20
ng/ml (Mao et al. 2005; Sandra Lasarte et al. 2016) de la fase lutea o
metaestro. Ademas, observamos que esta dosis también producia los
efecto propios del metastro en la vagina de las ratonas, células epiteliales
redondas, neutréfilos, epitelio sin queratinizar, etc (Relloso et al. 2012;
Sandra Lasarte et al. 2016; Salinas-Mufioz et al. 2018).

e La dosis subcutanea 0,4mg de testosterona (Merck, EEUU) produjo una
concentracion de testosterona en suero entorno a al valor pico fisiologico 5-
15ng/ml (Mao et al. 2005; Paharkova-Vatchkova, Maldonado, and Kovats
2004).

6.2.2 Antagonistas periféricos de las hormonas sexuales

La dosis de flutamida y acetato de ulipristal se seleccioné en concordancia con
las dosis de hormonas sexuales descritas previamente. Considerando la
dificultad técnica que entrafia la medicion de los niveles plasmatico en el ratén,
se optd por emplear una dosis elevada y realizar un estudio de toxicidad celular

in vitro.
6.2.2.1 Estudio toxicidad in vitro sobre células tumorales.

En placa P12 se deposité una concentracion de 1x10° células/ pocillo y se
incubaron in vitro durante 72 horas a 37°C en medio RPMI + FBS 1% con las
concentraciones seleccionadas de antagonistas. EI compuesto, acetato de
ulipristal (Sigma Aldrich), y flutamida (Sigma Aldrich), se dispensa en forma de
polvo que se disolvid en etanol absoluto para generar una solucion stock
0.01M. A partir de dicha solucion se realizaron las diluciones apropiadas para
obtener tanto una concentracion estimada fisioldgicas (1x10® M) como unas
infra (10°M y 107"°M) y suprafisolégicas (10'M). Los pocillos control sélo
llevaron la cantidad correspondiente de etanol. Tras 72 horas de incubacion se
procedié al lavado, despegado y centrifugado, para posteriormente realizar el
contaje en el citobmetro Gallios (Beckman Coulter, Brea, EEUU) usando como

patréon las Flow-Count fluorospheres (Beckman, EEUU) acorde con las
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instrucciones del proveedor. El analisis de los datos se realizé con el software
FlowdJo (Tree Star, Inc, Ashland, Oregén, EEUU).

7 MODELO DE GENERACION DE ENFERMEDAD METASTASICA
SISTEMICA

7.1 Modelo progresion natural

El procedimiento de generacion de metastasis sistémicas atendiendo a
progresion natural simula el curso habitual de una situacion clinica: El tumor
comienza su desarrollo y durante el mismo adquiere capacidad invasiva y
alcanza otros dérganos por via sanguinea, en el caso de melanoma, pulmoén,
higado y cerebro.

Se emplearon ratones a los que les realizod el xenotransplante subdérmico en
condiciones hormonales controladas (modelo tratamiento o}

preacondicionamiento sintonico). Se uso la linea celular BLM (Figura 15).
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Xenotransplante subdérmico Puncién subdérmica
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Figura 15: Modelo generacion metastasis sistémicas por via natural.

Ratones machos y hembras esterilizados quirargicamente en edad prepuber. Tras 14 dias
recuperacién se les incorpora a un modelo de generacidon de tumores en ambientes hormonales
controlados: xenotransplante subdérmico en modelo tratamiento o preacondicionamiento.

Cuando la lesién tumoral adquiere un didmetro entorno a 1cm2, se procede la exéresis RO. 10 dias
después se finaliza el experimento.

Se realizé seguimiento evolutivo periddico del crecimiento de la lesion nodular
tumoral. Aproximadamente en dia 14/16 post xenotransplante, y con un tamano
de la lesion en torno a 1cm? (Figura 16A), se procedio a realizar la exéresis del

tumor primario sin dejar residuo tumoral macroscopico, reseccion RO.
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La intervencidn se realiz6 de manera muy similar a las descritas previamente:
Anestesia general inhalatoria con Sevoflurano (Abbott, EEUU), anestesia local
con Lidocaina (Braun, EEUU) y en adecuadas condiciones de asepsia y
antisepsia en cabinas de bioseguridad tipo Il. La exéresis del tumor primario
requirié la extirpacion de la piel suprayacente y los tejidos profundos que
hubiesen sufrido infiltracion macroscépica, procediéndose a su reparacion o
cierre con suturas de seda de 6/0 (Figura 16B y 16C). Los animales se
recuperaron en placas de calor y recibieron analgesia postoperatoria con una
dosis de 0.05-0.1mg/kg buprenorfina (Indivor, EEUU) y 30-40mg/kg de

ibuprofeno (Fardi, Espafna) disuelta en el agua, durante 3 dias minimo acorde

con los procedimientos aprobados por la Comunidad de Madrid.

Figura 16: Procedimiento quirurgico de exéresis del tumor primario y reconstruccion.

Linea celular: BLM.

A: Lesion tumoral en dia 14/16 (0.5x1cm) ubicada sobre dorso del animal.

B: Tras la exéresis de piel suprayacente se observa la lesion nodular que sera extirpada
completamente (reseccion RO).

C: Reconstruccion de la pared tras exéresis de la lesion tumoral.

Cuando la lesion tumoral adquiere un didmetro en torno a 1 cm, se procede la exéresis RO. 10 dias
después se finaliza el experimento.

La administracion hormonal continud con la misma periodicidad y, en dia 20°
postxenotransplante tumoral se decidio finalizar el experimento. Los ratones se
sacrificaron en camara de CO; o por dislocacion cervical, acorde con los

procedimientos aprobados por la Comunidad de Madrid. Los animales que
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presentaron recidivas macroscopicas fueron desechados del experimento.
Posteriormente se realiz6 la extraccidon de los 6rganos diana: pulmon, cerebro e
higado y se realizé contaje manual de las metastasis (Figura 17). Los 6rganos
fueron fijados con liquido de Bouin (Panreac® 254102.1611, Espana). Se

seleccionaron muestras para congelacion y se realizé la toma de iconografia.

Figura 17: Pieza de neumonectomia tras finalizacion del experimento.
Punteado blanco: metastasis.
Linea celular de melanoma humano: BLM

7.2 Modelo intravenoso

Para estudiar la implantacién tumoral a distancia usamos el modelo de
induccion de tumores intravenoso. Se introducen las células tumorales
directamente en el torrente sanguineo, reduciendo asi el tiempo respuesta que
le otorga al sistema inmune, el modelo natural y pudiendo investigar el efecto

hormonal sobre el futuro lecho tumoral metastasico (Figura 18).

I PREACONDICIONAMIENTO |
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Figura 18: Modelo generacion metastasis sistémicas por via intavenosa.
Ratones machos y hembras esterilizados quirdrgicamente en edad prepuber. Tras 14 dias
recuperaciéon se les incorpora al modelo de generacion de tumores en ambientes hormonales
controlados: xenotransplante subdérmico en preacondicionamiento.
A las 72 horas de la administracidon subcutanea de los compuestos hormonales, se inyectan por via
intravenosa 5X10* células tumorales.
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Se empled el mismo protocolo de esterilizacion quirdrgica descrito y, tras las
dos semanas de recuperacion se realizd la administracion hormonal
subcutanea atendiendo al modelo de preacondicionamiento (modelo
preacondicionamiento sinténico). Se inyect6 a los ratones la linea celular BLM
en dos dosis 25.000 y 100.000 células por ratén, en la vena de la cola,
empleando una aguja de 25G bajo sedacion del animal. La administracion
hormonal subcutanea continué cada 4 dias, segun protocolo y se detuvo el
experimento en dia 14 postpunciéon. Se procedié a la extraccidon de higado,
pulmones y cerebro, realizdndose contaje manual de las metastasis
macroscopicas visibles en la superficie de los 6rganos. Los 6rganos fueron
fijados con liquido de Bouin (Panreac® 254102.1611, Espafa) Se seleccionan

muestras para congelacion y se realiza la toma de iconografia.

8 ESTADISTICA

El test utilizado para determinar la significacion entre grupos en cada
experimento se describe en la leyenda de cada figura. Los célculos para
obtener la significacion de los resultados se realizaron con el programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc, USA). ANOVA (tratamiento contra
tiempo) se hizo con el IBM SPSS Statistics para Windows, Version 21.0.
Armonk, NY: IBM Corp. Se consideré estadisticamente significativo *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.
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OBJETIVO 1: Evaluar el efecto del sexo sobre el

desarrollo del melanoma cutaneo en un modelo de

raton
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1.1 MODELO NATURAL EN RATON NSG ADULTO

Los estudios epidemiolégicos y clinicos han constatado en repetidas ocasiones
que las mujeres, a igualdad de estadio tumoral, tienen mejor pronostico
oncologico que los hombres. La implicacion clinica de este dato es de suma
importancia pues, los mecanismos implicados, podrian tener rentabilidad
terapéutica. A lo largo del tiempo se han elaborado multiples teorias para tratar
de explicar este fendmeno (ver Introduccién: 3.1 Posibles hipotesis
responsables de la diferencia en prondstico oncolégico entre hombres y
mujeres) pero hay escasas demostraciones experimentales que aborden este
problema.

Con el fin de poder investigar sobre sus causas y pormenorizar en nuestra
hipotesis de trabajo, el primer paso fue disefiar un modelo de trabajo en animal
de experimentacion y seleccionar una linea celular tumoral humana, de cara a
buscar la maxima traslacionalidad de los resultados obtenidos. Seleccionamos
melanoma humano por la experiencia clinica y experimental del grupo
investigador y su interés en el desarrollo de nuevos conocimientos y terapias.
El animal de experimentacion seleccionado fue el ratdbn NSG como candidato
optimo para el fructifero desarrollo de un xenotransplante (ver Material y
Métodos: 1 Ratones).

El primer objetivo fue evaluar si el modelo, en condiciones naturales,
reproduciria los datos clinico/epidemioldgicos. Para ello usamos ratones
machos y hembras adultos (8 semanas, madurez hormonal sexual) a los que
realizamos un xenotransplante con células humanas de melanoma, de la linea
BLM. Se realiz6 un seguimiento cronoldgico del desarrollo tumoral y un registro
de las medidas de la lesion tumoral, con una periodicidad de 48 horas, desde el
momento en el que la lesién nodular fue accesible a ello, lo que suele suceder
entorno a 10° dia postxenotransplante. Precozmente, en 12° dia
postxenotransplante, se observd que las lesiones tumorales de los machos
eran significativamente mayores que las de las hembras. Tales diferencias se
mantuvieron estables durante la parte central del experimento, tendiendo a
atenuarse en torno al dia 18 (~50% en dia 12, ~40% en dia 14, ~30% en dia 17

y ~10% en dia 18) momento en el cual finalizo el experimento (Figura 19A).
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Con vistas a pormenorizar en la diferencia observada en el tamafo vy, a la
obtencion de muestras, se realizé un analisis ponderal de los tumores en
diferentes momentos del desarrollo. En 12° dia postxenotransplante, en el que
la diferencia en tamafo tumoral rondaba el 50%, se observé que el peso del
tumor de los machos era significativamente superior (~90%) al de las hembras
(Figura 19B). Sin embargo, en 18° dia postxenotransplante, en el que las
diferencias en tamano practicamente habian desaparecido, los tumores de los
machos continuaban siendo, aproximadamente, un 30% mas voluminosos que

los de las hembras (Figura 19C y D).
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Figura 19: Modelo natural en ratén adulto.

Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano BLM.

A: Seguimiento cronoldgico de la evolucidn del tamafio tumoral desde la deteccién de una lesién
nodular (aprox. dia 8-10), hasta la finalizacion del experimento. *=p<0,05 por regresion lineal.

B: Diferencia en peso tumoral a dia 12 postxenotransplante. p test de Mann Whitney.

C: Diferencia en peso tumoral a dia 20 postxenotransplante. p test de Mann Whitney.

D: Imagen morfoldgica de las lesiones tumorales a dia 20.

Asi pues, el modelo murino con células de melanoma humano, reprodujo unas

diferencias en desarrollo tumoral que se podrian ser correlacionar con las
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observadas en prondstico oncoldgico entre hombres y mujeres, haciéndolo, por

tanto, un modelo apto para el continuar con el estudio de investigacion.

1.2 MODELO ESTERILIZACION QUIRURGICA: RATON ESTERILIZADO
QUIRURGICAMENTE __ANTES DE _ALCANZAR LA MADUREZ
SEXUAL/HORMONAL

El origen de la diferencia en el prondstico tumoral, y su mecanismo, no esta
definido. El impacto de los modos de vida y formas de afrontar la salud entre
sexos ha sido descartado como causa y se postulan determinantes hormonales
y/o genéticos. Las hormonas sexuales son un factor diferenciador entre sexos y
existe constancia del condicionamiento que éstas implican en la fisiopatologia
de multiples enfermedades, incluido el cancer (Clocchiatti et al. 2016).

Por este motivo decidimos estudiar la repercusion de las hormonas sexuales
sobre la progresion de la enfermedad tumoral y si éstas podrian ser uno de los
factores implicados en la disparidad observada entre los sexos.

Para desarrollar este objetivo planificamos un escenario en el que su efecto
hormonal estuviese excluido de forma artificial. Se realizé la esterilizacion
quirurgica de los machos y hembras en edad prepuber (4-5 semanas) y se
realizd el xenotransplante durante la edad adulta (8 semanas). El protocolo de
seguimiento y medicion fue idéntico al descrito previamente.

Observamos que, en ratones esterilizados, la diferencia en tamafo, quedd
amortiguada durante toda la secuencia. De igual forma que antes se realizé un
analisis ponderal en un punto intermedio (dia 14 postxenotransplante) vy,
asimismo, se constatd la ausencia de diferencia estadisticamente significativa
(figura 20A y B). Sin embargo, es notorio resefar que, las hembras muestran
cierta tendencia a presentar tumores ligeramente mas grandes en el tercio
medio del experimento, asi como un peso ligeramente mayor, pero ambos

datos carecen de significacion estadistica.
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Figura 20: Modelo esterilizacion quirurgica.

Xenotransplante subdérmico, en ratén esterilizado quirdrgicamente antes de alcanzar la madurez
sexual/hormonal, con la linea celular de melanoma humano BLM.

A: Seguimiento evolutivo del tamafo tumoral, desde la deteccién de una lesidon nodular (aprox. dia
8-10), hasta la finalizacién del experimento. *=p<0,05 por regresién lineal respecto al tiempo.

B: Diferencia en peso tumoral a dia 14 post inéculo. p test de Mann Whitney.

La desaparicion de las diferencias en las curvas evolutivas y en el peso tumoral
tras dejar a los animales en cuasi ausencia de hormonas sexuales, sugirid

fuertemente un nexo causal.

1.3 MODELO NATURAL EN RATON PREPUBER

El experimento previé evidencio un nexo causal entre la diferente progresion
tumoral entre sexos y las hormonas sexuales. La interrelacion tumor-huésped
es extremadamente compleja y algunos trabajos han sefialado que ésta podria
estar determinada, en parte, por factores no modificables atribuibles a la carga
genética. De hecho, y a modo de ejemplo, varios trabajos han sefialado que las
diferencias en la respuesta inmune entre hombre y mujeres estan presentes
desde el momento del nacimiento hasta la muerte y que esta condicionada por
la diferente carga genética (Klein and Flanagan 2016).

Con objetivo de explorar el grado de participacion de este condicionante
genético sobre la diferencia observada previamente vy, adicionalmente,
incrementar la consistencia de nuestra hipotesis hormonal en el ambito
oncologico, planteamos un escenario en el que la implantacion tumoral se
produjese en un ratéon prepuber. De esta forma seria posible observar la
implantacion y desarrollo tumoral en un modelo que fisiolégicamente carece de

hormonas, con lo que los determinantes genéticos adquiririan un mayor
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protagonismo y podriamos evaluar si generarian un sesgo importante sobre
experimentos venideros.

El xenotransplante se realizé en la cuarta semana de vida, unos dias después
del destete, y finalizd en 12° dia postxenotransplante con el fin de evitar el
efecto de las hormonas sexuales. Como puede observarse en la figura 21, no

se detectaron diferencias en el peso tumoral entre machos y hembras.
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Figura 21: Modelo natural en ratén prepuber.

Xenotransplante subdérmico, en ratén no esterilizado y en ausencia de hormonas sexuales
por inmadurez sexual, con la linea celular de melanoma humano BLM.

Diferencia en peso tumoral a dia 12 post indculo.

p test de Mann Whitney.

Este resultado, sumado al observado con animales esterilizados, permitid
reafirmar la importancia de hipotesis hormonal. Sin embargo, también es cierto
que resulta dificil excluir completamente otros factores dado que, el corto lapso
de tiempo en el que se desarrolla este experimento (evitar que los ratones
entren en la pubertad) puede no ser suficiente para la complejidad que supone
la interrelacion tumor/huésped.

En resumen, considerando esta secuencia de experimentos y, el cambio
observado tras eliminar las hormonas sexuales, seria coherente postular que
las hormonas sexuales participan de forma determinante en la diferencia
observada en desarrollo tumoral entre sexos y podrian ser las responsables del

mejor pronostico mostrado por el sexo femenino en melanoma (Figura 22).
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OBJETIVO 2: Evaluar el efecto de las hormonas

sexuales sobre las células tumorales
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Los trabajos realizados sobre el objetivo previo nos dejaron en la siguiente
situacion: Las hembras presentan un desarrollo tumoral mas lento y sus
tumores son mas pequefos respecto a los machos. Esta diferencia parece
estar condicionada, en gran medida, por las hormonas sexuales.

La influencia directa de las hormonas sexuales, a través de sus receptores
celulares especificos, sobre el crecimiento de las células tumorales no es un
hecho novedoso. Es conocida la dependencia hormonal ejercida sobre las
células tumorales de lesiones que afectan a érganos reproductores: glandula
mamaria, ovario, endometrio o préstata por ejemplo (Folkerd and Dowsett
2010). De hecho, los farmacos que bloquean los receptores para estrogenos,
progesterona o testosterona, se emplean como terapia adyuvante o definitiva
en multiples situaciones (Bui et al. 2020; Zhu et al. 2012). Pero también se ha
observado en las células tumorales de érganos no reproductores. Por ejemplo
los estrogenos promueven el crecimiento de algunas lineas celulares de
carcinoma epidermoide de esofago a través de GPER1 o de ESR1-36,
mientras que el estimulo de ESR2, es supresor (Z. Zhang et al. 2017).
Melanoma cutaneo ha sido considerado clasicamente un tumor independiente
de hormonas sexuales aunque es conocido que, al menos algunas lineas
celulares, pueden expresar receptores para estrogenos, progesterona y
testosterona. Por otro lado existen, de forma dispersa, una significativa
cantidad de estudios epidemioldgicos, clinicos y experimentales, publicados a
lo largo de una considerable horquilla de tiempo y con resultados dispares, que
podrian sugerir que melanoma cutaneo siendo hormono independiente, si
podria ser hormono sensible (Ramaraj 2018).

Considerando estos hechos, hipotetizamos que el efecto de las hormonas
sobre el tumor pudiera ser debido a que éstas afectasen directamente al
crecimiento de la célula tumoral humana. Con el objetivo de evaluar la
influencia de las hormonas sexuales sobre el crecimiento de las lineas
celulares con las que estabamos trabajando disefiamos una serie de

experimentos in vitro.
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2.1 EXPRESION DE RECEPTORES EN LAS CELULAS TUMORALES PARA
HORMONAS SEXUALES

El primer planteamiento fue evaluar si las células tumorales expresaban
receptores para hormonas sexuales. Para ello se incubaron las células con los
anticuerpos receptor especifico que fueron descritos previamente (Tabla 2.
Apartado 3 Analisis in vitro de la expresion y localizacion de receptores para
hormonas sexuales en las lineas celulares tumorales). Los resultados se
obtuvieron tras el analisis de los cultivos por citometria de flujo y microscopia
confocal.

Ambas lineas celulares (BLM y SK-MEL-103) expresaron receptores para
testosterona (androgen receptor, AR), para progesterona (PGR) y para el
receptor alfa de estradiol (ESR1). Las lineas de melanoma que estabamos
empleando mostraron expresién alta de todos los receptores hormonales
estudiados tanto por citometria de flujo como por microscopia confocal (Figura
23A y B). La expresion de los receptores se localizdé en el citoplasma, zona

perinuclear, y en el nucleo segun lo esperado (Figura 23C).
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Figura 23. Expresion de receptores intracelulares de hormonas sexuales en las lineas de melanoma
humano de BLM y SK-MEL-103.

A: Determinacion semicuantitativa por microscopia confocal.

B: Ejemplo de la expresion de receptores de hormonas por citometria de flujo con la linea celular de
melanoma humano BLM. Gris: isotipo control. Blanco: Receptor indicado.

C: Ejemplo de imagenes de inmunofluorescencia de la expresion de los receptores intracelulares de
hormonas sexuales en las lineas celulares de melanoma humano BLM y SK-MEL-103.

TSR: Receptor testosterona. PR: Receptor de Progesterona. ESR1: Receptor estrégeno 1.
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2.2 IMPACTO DE LAS HORMONAS SEXUALES EN EL CRECIMIENTO
CELULAR

Una vez demostrada la expresion de receptores para hormonas sexuales por
las células tumorales procedimos a valorar el efecto de las mismas sobre el

crecimiento in vitro. Tal valoracion la realizamos por varios métodos.

2.2.1 Contaje por citometria de flujo

Las células se incubaron con hormonas sexuales durante 72h y después se
analizé la tasa de crecimiento mediante contaje del numero de células por
citometria de flujo. En la planificacion de estos experimentos optamos por
afadir concentraciones hormonales en rangos superiores e inferiores a las
fisiolégicas. La figura 24 muestra como, ni el crecimiento de BLM ni el de SK-
MEL-103 resultdé afectado por la presencia de estradiol o testosterona a
ninguna de las concentraciones estudiadas. Por otro lado el uso de
concentraciones de progesterona 10 veces por encima a la fisioldgica redujo la

proliferacion de las células.
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Figura 24: Analisis de la proliferacion de las lineas celulares tumorales en presencia de diferentes
concentraciones de hormonas realizado mediante el contaje (+SD) por citometria de flujo.

Linea celular de melanoma humano BLM y SK-MEL-103

Vh: Vehiculo, Ts: Testosterona, Pg: progesterona, E2: Estradiol.

Input: células de inicio M: molar.

* p< 0.05 por
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2.2.2 Valoracion del crecimiento por incorporacion de BdrU por citometria
de flujo

Las células se incubaron con dosis fisiologicas de hormonas por un lapso de 24
horas tras el cual se administré un pulso de BrdU de 4 horas de duracion. El
objetivo fue valorar el numero de células en fase de S del ciclo celular, a través
de la incorporacion de BdrU en su ADN. El numero de células se estimé por
citometria de flujo, observandose que, aproximadamente el 40% de las células
estaban en fase replicativa. No se observd efecto de las hormonas sobre la
incorporacion de BrdU en las células (Figura 25).
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Figura 25: Analisis de la proliferacion celular por incorporacion de BrdU.
Linea celular de melanoma humano BLM y SK-MEL-103
Determinaciones mediante microscopia confocal.

-8 -8 -10
IC: isotipo control, Vh: Vehiculo, Ts: Testosterona 10 M, Pg: progesterona 10 M, E2: Estradiol 10 M.

2.2.3 Valoracion del crecimiento por incorporacion de BdrU por

microscopia confocal

Por otro lado, y empleando también la técnica de BdrU, se valord el numero de
células en crecimiento por microscopia confocal. Observamos una distribucién

homogénea de la tincion de BdrU en los nucleos del 35-40% de las células
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tumorales y no observamos efecto de las hormonas sobre la incorporacién de

BrdU a las mismas en las dosis fisiologicas (Figura 26).
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Figura 26: Analisis de la proliferacion celular por incorporacion de BrdU y determinaciones
mediante microscopia confocal.

Linea celular de melanoma humano BLM y SK-MEL-103
-8 -8 -10
Vh: Vehiculo, Ts: Testosterona 10 M, Pg: progesterona 10 M, E2: Estradiol 10 M.

A la luz de estos resultados pudimos afirmar que el crecimiento de las lineas
celulares que estabamos empleando, se mostraba independiente de
concentraciones fisiolégicas de hormonas sexuales, aunque las mismas

presentasen receptores para testosterona, progesterona y estradiol.
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OBJETIVO 3: Evaluar el efecto de las hormonas

sexuales sobre el desarrollo tumoral local, sometiendo

al modelo animal a diferentes estimulos hormonales

controlados
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Los resultados acumulados durante los experimentos previos evidenciaron que
el efecto condicionado por las hormonas sexuales sobre el desarrollo tumoral
no era por repercusion directa sobre el crecimiento de las células tumorales,
por tanto sus efectos tendrian que ser secundarios a las interferencias
generadas sobre la interrelacion tumor-huésped. De esta forma se generaria un
ambiente local favorecedor o inhibidor del desarrollo tumoral.

Los efectos hormonales sobre el desarrollo y evolucién tumoral en el ambito
clinico, en ocasiones, no son faciles de identificar. En el macho resulta facil
suponer que su desventaja oncoldgica pueda ser secundaria a la testosterona
y, de hecho, en la literatura, tiene un papel inmunosupresor (Klein and
Flanagan 2016) y se le atribuyen comportamientos protumorales como el
estimulo de la angiogénesis (S. Yoshida, Ikeda, and Aihara 2016a; Eisermann
and Fraizer 2017). Por el contrario, en hembras, es mas complejo ya que en el
escenario hormonal conviven dos hormonas sometidas a cambios periodicos,
segun el ciclo menstrual, o definitivos con la llegada de la menopausia. En este
sentido, algunos trabajos han postulado que la ventaja pronostica de las
mujeres se debe al efecto directo del estradiol, ya que durante la menopausia
el prondstico entre hombres y mujeres tienden a equipararse. Por otro lado,
algunos trabajos, han encontrado un exceso de riesgo en el desarrollo de
melanoma en el subgrupo de pacientes postmenopausicas suplementadas con
pautas basadas exclusivamente en estrogenos, dato que no se observaba en
las que recibian terapia combinada con estrogenos y progesterona; de hecho
algunos trabajos demuestran que la suplementacion en postmenopausia con
progesterona natural previene el desarrollo de algunos canceres (Botteri et al.
2017; Dika et al. 2019).

Con el objetivo de aclarar los efectos individuales de cada hormona sobre el
desarrollo tumoral local procedimos a disefiar una serie de modelos, que
hormonalmente controlariamos, y sobre los que podriamos observar su
repercusion pro o antitumoral, los denominamos: Modelos en ambientes
hormonales controlados. La vision general de todos los modelos desarrollados
en esta fase se muestra en la figura 27, aunque los motivos y momentos en

que aparece cada modelo, se explica a continuacion.
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Figura 27: Modelos murinos de generacion de tumores y seguimiento en ambientes hormonales
controlados.

E2: Estradiol, Pg: Progesterona, Ts: Testosterona. Ulipristal: Acetato de Ulipristal.

3.1 MODELO TRATAMIENTO

Este escenario requiri6 la esterilizacion quirdrgica de los ratones y el
compuesto hormonal se administr6 después de la inoculacién del
xenotransplante. Corresponderia a una filosofia de esquema “tratamiento” de
la practica clinica habitual en el que la medida terapéutica es administrada tras
el desarrollo, o primeros sintomas, de la enfermedad y ejerce su efecto
simultaneamente al desarrollo de la misma, partiendo en inferioridad de
condiciones y tratando de recabar y estimular los recursos de los que dispone
el organismo para resolver la patologia y volver a la normalidad.

Asi pues, tras la esterilizacion quirdrgica, los animales recibieron sélo un
compuesto hormonal por experimento, 72 horas después del xenotransplante,
y se mantuvo, con una periodicidad de 4 dias, hasta el final de la secuencia. A
las hembras se les administr6 estradiol o progesterona y a los machos
testosterona. El tratamiento con estradiol no produjo diferencias entre grupos
en cuanto al peso tumoral a los 14 dias (Figura 28A), mientras que con
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progesterona se generaron tumores algo mas pequefios (~30%) que los
controles, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas
(Figura 28B). Por ultimo, en los machos tratados con testosterona y evaluados
en 14° dia postxenotransplante, se observaron lesiones tumorales de mayor
peso (~40%) que los que recibieron vehiculo. Estas diferencias no obtuvieron
significacion estadistica, pero quiza si tiene alguna significacién de caracter

bioldgico (Figura 28C).
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Figura 28: Modelo TRATAMIENTO en ratones machos y hembras adultos esterilizados
quirdargicamente.

Diferencia en peso tumoral a dia 14 postxenotransplante.

Linea celular empleada: Melanoma humano SK-MEL-103.

72 horas después del xenotransplante subdérmico se inicia la administracién, por via subcutanea
de:

A: Estradiol.

B: Progesterona.

C: Testosterona.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. E2: Estradiol. Pg Progesterona. Ts: Testosterona.

El concepto que parece reflejar estos experimentos en nuestro modelo es que,
una vez la interaccion tumor-huésped se ha iniciado y ha tomado una
determinada inercia, la administracion de las hormonas no puede invertirla, al
menos completamente, sin embargo si parece tener cierto grado de capacidad
potenciadora. Asi mientras que con estradiol no se generd ningun efecto, con
progesterona parecié intuirse una tendencia inhibitoria que quedo atenuada. El
efecto promotor de la testosterona es moderadamente mas patente puesto se

ejerceria a favor.

3.2 MODELO PREACONDICIONAMIENTO

Observando las tendencias resultantes del experimento previo, optamos por
disefiar un modelo en preacondicionamiento.
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La finalidad de una situacion de preacondicionamiento es estimular las
capacidades de un 6rgano o sistema con el fin de rentabilizar al maximo sus
recursos. Al estimular las respuestas, el organismo se encuentra mas
preparado que en una situacion basal, su respuesta puede ser mas rapida o
mas vigosa o su tolerancia al dafo ejercido es mayor.

En estos modelos los animales también fueron esterilizados y recibieron un
s6lo compuesto hormonal 72 horas antes del xenotransplante y éste se

administré periédicamente cada 4 dias hasta el final del experimento.

3.2.1 Modelos sinténicos

En este escenario los machos y hembras recibieron las hormonas en

consonancia a su sexo.

3.2.1.1 Hembras reciben estradiol

Se administré estradiol a hembras anexectomizadas antes del xenotransplante
con la linea celular BLM. Se monitorizé el lugar de puncion del mismo,
centrandonos en el momento de inicio de desarrollo tumoral. Una vez las
lesiones alcanzaron el minimo tamano para ser accesibles a la palpacion se

inicié el registro periddico de medidas hasta el dia 18° postxenotransplante.
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Figura 29: Modelo preacondicionamiento con estradiol en ratones hembra adultos esterilizados

quirdrgicamente.
A: Seguimiento evolutivo del tamafio tumoral, desde la deteccidn de una lesidn nodular (aprox. dia
8-10), hasta la finalizacion del experimento (criterio finalizacion: Superar los 20 dias o tamafio

2
superior a 1/1,5 cm ) con la linea celular de melanoma Humano BLM. *=p<0,05 por regresion lineal

respecto al tiempo
B: Diferencia en peso tumoral a dia 14. Linea celular de melanoma humano BLM. p test de Mann

Whitney
C: Diferencia en peso tumoral a dia 12. Linea celular de melanoma humano SK-MEL-103. p test de

Mann Whitney.
Vh: Vehiculo, E2: Estradiol.

El preacondicionamiento con estradiol no gener6 diferencias en tamafo
tumoral, respecto a sus controles, a lo largo del tiempo. Asimismo tampoco
tuvo repercusion en el peso en 14° dia postxenotransplante (Figura 29A y B).
Para corroborar estos datos, empleamos una segunda linea celular, SK-MEL-
103, que proporciond los mismos resultados: ausencia de diferencia
estadisticamente significativa (Figura 29C)

Estos datos reflejan que, en nuestro modelo, el estradiol parece no tener
repercusion sobre el desarrollo tumoral ya que ni en tratamiento ni en
preacondicionamiento se detectaron diferencias entre las hembras a las que se

les suministro estradiol y a las que no.
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3.2.1.2 Hembras reciben progesterona

De igual forma que antes, se administrd6 progesterona a hembras
anexectomizadas previo al xenotransplante y se siguio el desarrollo tumoral a
lo largo del experimento.

En las hembras preacondicionadas con progesterona las lesiones tumorales
generadas con la linea BLM aparecieron mas tarde (unas 72 horas) y su
crecimiento fue mas lento durante toda la evolucion cronoldgica. Se observaron
tamafos significativamente inferiores (~95% en dia 12°, ~83% en dia 14°,
~60% en dia 16° y ~15% en dia 18°), respecto a los tumores en hembras sin
preacondicionamiento hormonal (vehiculo). En la parte final del experimento las

diferencias parecieron acortarse (Figura 30A).
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Figura 30: Modelo preacondicionamiento con progesterona en ratones hembra adultos
esterilizados quirdrgicamente.

A: Seguimiento evolutivo del tamafo tumoral, desde la deteccién de una lesion nodular (aprox. dia
8-10), hasta la finalizacion del experimento (criterio finalizacidn: Superar los 20 dias o tamafo

superior a 1/1,5 cmz) con la linea celular de melanoma Humano BLM.

*=p<0,05 por regresion lineal respecto al tiempo

B: Diferencia en peso tumoral a dia 14. Linea celular de melanoma humano BLM. p test de Mann
Whitney

C: Diferencia en peso tumoral a dia 20. Linea celular de melanoma humano BLM. p test de Mann
Whitney.

D: Imagen macroscopica comparativa de las lesiones tumorales a dia 20. Linea celular de melanoma
humano BLM.

Vh: Vehiculo, Pg: Progesterona.
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El estudio de esta secuencia se ampli6 programando dos baterias de
experimentos que se detendrian, una a la mitad del ciclo y el otro al final del
mismo. Asi, en dia 14° postxenotransplante se observaron unos pesos
significativamente menores (~60%) en los tumores de las hembras
preacondicionados con progesterona, mientras que al final, dia 20°
postxenotransplante, estas diferencias fueron menores (~20%) y no
significativas (Figura 30B y C). Los datos descritos se generaron empleando la
linea celular BLM y para ratificar la reproducibilidad del efecto observado,
empleamos la linea celular SK-MEL-103. Igualmente, observamos que los
tumores de las hembras preacondicionandas con progesterona fueron

significativamente menores (~80%) que las no preacondicionadas (figura 31).

1.25- p=0,0018
1.00-
0.75-

0.50+

0.254 —&

[ ]
- , e

Q& Q©

PESO TUMORAL (g)

Figura 31: Modelo preacondicionamiento con progesterona en ratones hembra NSG adultos
esterlizados quirurgicamente.

Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano SK-MEL-103.

Diferencia en peso tumoral a dia 12.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Pg: Progesterona.

3.2.1.3 Machos reciben testosterona

La mecanica de estos experimentos es idéntica a lo descrito previamente, los
machos recibieron testosterona 72 horas antes del xenotransplante realizado
con la linea celular BLM vy la evolucidn de la lesidén tumoral se siguio a lo largo
de 20 dias.

El preacondicionamiento con testosterona no mostrd impacto inicialmente y las
lesiones en ambos grupos fueron detectables en el mismo momento. Sin

embargo, entorno al 12° dia postxenotransplante comenz6 a observarse un
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incremento del tamano tumoral en el grupo de testosterona que no se

amortigud en toda la secuencia dinamica: ~20% en dia 12°, ~90% en dia 14°,
~70% en dia 16° y ~60% en dia 18° (Figura 32A). Asimismo, obtuvimos
registros de pesos tumorales en experimentos detenidos en dia 14 y 20

postxenotransplante. En ambos casos, la diferencia en tamafo obtenia su

correspondencia en peso, rondando el 40% (Figura 32B y C).
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Figura 32: Modelo preacondicionamiento con testosterona en ratones machos NSG adultos
esterlizados quirtrgicamente.

A: Seguimiento evolutivo del tamafio tumoral, desde la deteccién de una lesién nodular (aprox. dia
8-10), hasta la finalizacion del experimento (criterio finalizacién: Superar los 20 dias o tamafio

superior a 1/1,5cm2) con la linea celular de melanoma Humano BLM. *=p<0,05 por regresion lineal
respecto al tiempo

B: Diferencia en peso tumoral a dia 14. Linea celular de melanoma humano BLM. p test de Mann
Whitney

C: Diferencia en peso tumoral a dia 20. Linea celular de melanoma humano BLM. p test de Mann
Whitney

D: Imagen macroscopica comparativa de las lesiones tumorales a dia 20. Linea celular de melanoma
humano BLM

Vh: Vehiculo, Ts: Testosterona.
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Al igual que hicimos previamente, estos datos se corroboraron con la linea
celular SK-MEL-103. En estos experimentos observamos que los tumores de
los machos preacondicionados con testosterona mostraban un peso
significativamente mayor (~65%) que los de los no preacondicionados (Figura
33).

Estos datos corroboran nuestras mediciones del tumor e indican que el
preacondicionamiento con testosterona favoreceria el crecimiento tumoral

durante el desarrollo de la lesion.
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Figura 33: Modelo preacondicionamiento con testosterona en ratones machos NSG
adultos esterlizados quirurgicamente.

Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano SK-MEL-103.
Diferencia en peso tumoral a dia 12.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Ts: Testosterona

Estas dos ultimas secuencias, las que conciernen a progesterona y
testosterona, conviene considerarlas de forma conjunta, ya que previamente,
en el esquema tratamiento, habian mostrado indicios de repercusion.

En esta nueva situacion especifica observamos que la administracion de las
hormonas sexuales tiene repercusion: progesterona retrasa la implantacion y
crecimiento de la lesion tumoral, mostrando un perfil antitumoral mientas que
testosterona favorece el desarrollo tumoral, mostrandose como protumoral.

Lo relevante, en este caso, es el esquema de administracion. EIl
preacondicionamiento con progesterona, prepara al huésped para emitir una
respuesta que, manifiestamente, dificulta la implantacion tumoral y el desarrollo

posterior. La testosterona, por su parte, acomoda al organismo en esos
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mecanismos protumorales que intuimos en el esquema tratamiento,
favoreciendo la implantacion.
Ambos efectos, pro y antitumoral, podrian llevarse a cabo modulando el

entorno en el que se implanta y desarrolla el tumor.

3.2.2 Modelos inversos

Considerando los resultados obtenidos en el apartado previo (modelo
preacondicionamiento sinténico) y, viendo como progesterona y testosterona
mostraban efectos anti y protumorales, decidimos investigar si este efecto seria
trasladable al sexo contrario o era sexo especifico.

Para ello, empleamos el mismo esquema que en el modelo
preacondicionamiento sintdnico pero administrando, en esta ocasion, la
hormona no dominante en su sexo. Asi, a las hembras esterilizadas las
preacondicionamos con testosterona y a los machos esterilizados, con
progesterona. Estos modelos los denominamos inversos.

Observamos que en los machos esterilizados que recibieron progesterona
prexenotransplante no se evidencid repercusion en el peso de los tumores en
dia 14°. De igual forma, la administracion de testosterona prexenotransplante
en hembras esterilizadas, no generd ninguna diferencia respecto al peso
tumoral. (Figura 34A y B).

De la observacién de ambos experimentos se desprende que la presencia de la
hormona es condicién necesaria, pero no suficiente, para ver el efecto pro o
antitumoral. Se necesitan requisitos adicionales para que el efecto completo
surta efecto. En esta linea podria sugerirse que, en la interrelacién del tumor
con el huésped, es posible que existan algunos mecanismos sexo especificos
que activen o inhiban determinadas funciones o comportamientos que, a la
postre, modulan y condicionan la forma y el ambiente en que se implanta y

desarrolla el tumor.
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Figura 34: Modelo preacondicionamiento inverso.

A: Ratones machos adultos esterilizados quirdrgicamente y preacondicionados con progesterona.
B: Ratones hembra adultas esterlizadas quirdrgicamente y preacondicionados con testosterona.
Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano SK-MEL-103.

Diferencia en peso tumoral a dia 14.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Pg: Testosterona. Ts: Testosterona

3.3. MODELO ANTAGONISTA DE RECEPTORES PERIFERICOS
HORMONAS SEXUALES (TESTOSTERONA Y PROGESTERONA)

Habiendo comprobado que la preparacion del organismo,
preacondicionamiento, por parte de progesterona y testosterona era un
fendbmeno que condicionaba la implantacidn/desarrollo tumoral y el efecto pro o
antitumoral, optamos por eliminarlo por un mecanismo diferente y cerciorarnos
de su papel.

Desarrollamos un modelo en el que se mantuvieron las hormonas enddgenas,
y fisiolégicas, de cada sexo (no se realizd esterilizacién quirurgica), pero se
realizd6 un bloqued farmacolégico de receptores de hormonas sexuales. El
antagonista periférico de los receptores de testosterona y progesterona se
administrd previo al xenotransplante. Siguiendo este esquema, las hembras en
presencia de acetato de ulipristal, antagonista periférico de los receptores de
progesterona, mostraron tumores significativamente mas grandes (~40%) que
las hembras no antagonizadas. (Figura 35A). Por otro lado los machos en
presencia de flutamida, antagonista de la testosterona, mostraron tumores
significativamente mas pequefios (~50%) que a los que se les administrd

vehiculo (Figura 35B).
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De esta manera parece confirmarse el efecto protumoral de la testosterona y el

efecto antitumoral de la progesterona.
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Figura 35: Modelo natural en ratén adulto en presencia de antagonistas para receptores de
hormonas sexuales (bloqueo farmacolégico)

A: Diferencia en peso tumoral en dia 20 postxenotransplante en hembras a las que se les
administré acetato de ulipristal 72 horas antes del mismo.

B: Diferencia en peso tumoral en dia 20 postxenotransplante en machos a los que se les administré
flutamida 72 horas antes del mismo.

Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano BLM.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. UPA: Acetato de Ulipristal. Fluta: Flutamida

Aunque no realizamos estudios pormenorizados de correspondencia entre la
dosis de antagonista suministrada por via subcutdanea y sus niveles
plasmaticos, si realizamos estudio de toxicidad para descartar esta posible
interferencia. Empleamos un rango amplio de concentraciones de antagonistas
en cultivos in vitro, no observandose repercusion ni en el contaje de células por
citometria de flujo (figuras 36A y B), ni en la incorporacion de BdrU durante los

ciclos de divisién celular (Figura 36C).
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Figura 36: Analisis de la toxicidad de los antagonistas periféricos de hormonas sexuales sobre la
linea celular BLM.

A: Repercusion sobre la proliferacion celular, estimada mediante contaje celular (+SD) por citometria
de flujo, tras incubacion en presencia de diversas concentraciones de Acetato e Ulipristal.

B: Repercusion sobre la proliferacién celular, estimada mediante contaje celular (+SD) por citometria
de flujo, tras incubacion en presencia de diversas concentraciones de Flutamida.

C: Repercusion sobre la proliferacion celular, estimada por incorporacion de BdrU mediante
citometria de flujo, tras incubacién en presencia de concentracidn intermedia de Acetato de
Ulipristal y Flutamida.

Vh: Vehiculo, UPA: Acetato de Ulipristal. Fluta: Flutamida.

Input: células de inicio, M: molar.

* p< 0.05 por
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OBJETIVO 4: Evaluar el impacto macroscépico que

generan las hormonas sexuales en la diseminacion a

distancia
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Los experimentos realizados con la administracion individual de hormonas
sexuales mostraron un efecto local antitumoral para progesterona y un efecto
protumoral para testosterona. A la luz de estos resultados nos planteamos cual
podria ser la repercusion de las hormonas sexuales sobre el desarrollo o la
evolucion en la diseminacion de la enfermedad tumoral a otros 6rganos
(metastasis a distancia). La diseminacion metastasica y la disfuncion organica
progresiva es la causa mas frecuente de muerte. Las teorias sobre la
generacion de enfermedad metastasica se enunciaron previamente
(Introduccion Apartado 3. Generacion de enfermedad metastasica). La teoria
mecanica se basa en el atrapamiento de las células tumorales en los pequefios
capilares de los 6rganos, una vez han accedido a la circulacion general. Las
otras dos teorias difieren en el grado de condicionamiento que ejerce el
crecimiento local sobre el desarrollo de enfermedad metastasica, pudiendo ser
completamente dependiente (teoria “seed and soil’) o parcialmente
independiente (nicho premetastasico).

Disefiamos dos grupos de experimentos con animales esterilizados, con y sin
tumor primario presente. A su vez, en el grupo con tumor primario presente,
aplicamos los dos protocolos de administracion de hormonas,
preacondicionamiento y tratamiento. El objetivo fue conocer tanto si los efectos
locales observados eran transferibles a la enfermedad a distancia como

estudiar la interdependencia: desarrollo local/enfermedad metastasica.

4.1 MODELO METASTASIS NATURAL

Este modelo de trabajo respeté el transcurso habitual de una progresion
tumoral tipica en la que la enfermedad metastasica se desarrolla ya en
presencia de tumor local evidente. A los ratones (machos y hembras
esterilizados) se les realizé un xenotransplante subdérmico con la linea celular
BLM y se les asignd, o bien a una rama preacondicionamiento o0 a una rama
tratamiento con hormonas sexuales, progesterona o testosterona. En dia 15°
postxenotransplante (diametro tumoral en torno a 1 cm) se realizé la reseccion
completa del tumor primario y se continu6é la observacion diez dias mas,
momento en el que finaliza el experimento, se extraen los pulmones,

procediéndose al contaje manual de macrometastasis pulmonares.
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4.1.1 Modelo preacondicionamiento

El efecto antitumoral mostrado por progesterona a nivel local en
preacondicionamiento también presentd su correspondencia en la enfermedad
pulmonar, siendo el contaje de macrometastasis pulmonares significativamente

inferior en los ratones preacondicionados (Figura 37A-C).
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Figura 37: Generacion metastasis sistémicas por via natural en ratones hembras
preacondicionadas con progesterona.

A: Diferencia en nimero de macrometastasis pulmonares.

B: Detalle macroscépico de la afectacién pulmonar en ausencia de preacondicionamiento.

C: Detalle macroscépico de la afectacion pulmonar en presencia de preacondicionamiento.
Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano BLM.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Pg: Progesterona

Por el contrario, en el grupo de preacondicionamiento con testosterona, que a
nivel local habia demostrado un efecto protumoral, no encontramos diferencia
significativa en el contaje de macrometastasis pulmonares entre los ratones

preacondicionados y no preacondicionados (Figura 38).
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Figura 38: Generacion metastasis sistémicas por via natural en ratones machos
preacondicionados con testosterona.

Diferencia en nimero de macrometastasis pulmonares

Xenotransplante subdérmico con la linea celular de melanoma humano BLM.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Ts: Testosterona.

4.1.2 Modelo tratamiento

El modelo tratamiento con progesterona mostrd sutiles indicios antitumorales a
nivel local, sin significacion estadistica. Al aplicarlo sobre el modelo de
enfermedad metastasica se observé un menor numero de lesiones sobre en el
contaje de macrometastasis pulmonares. Nuevamente, en los machos tratados
con testosterona, no se observd mayor numero de metastasis pulmonares
(Figuras 39A y B)
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Figura 39: Generacion metadstasis sistémicas por via natural segun el modelo tratamiento.
Diferencia en numero de macrometastasis pulmonares en (A) ratones hembra adultos
esterilizados quirdrgicamente y tratados con progesterona y (B) ratones machos NSG adultos
esterilizados quirdrgicamente y tratados con testosterona.

Xenotransplante subdérmico con la Linea celular de melanoma humano BLM.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Pg: Progesterona Ts: Testosterona.
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4.2 MODELO METASTASIS INTRAVENOSO

En este modelo se elimind la interferencia generada por las hormonas sexuales
en el tumor local y la posible repercusion que ésta podria ejercer en los nichos
metastasicos. Las células tumorales fueron depositadas directamente en el
torrente sanguineo a través de la vena de la cola de un ratdn esterilizado previo
preacondicionamiento con progesterona o testosterona y sin realizarse
xenotransplante previamente. Las células quedaron atrapadas en la
vascularizaciéon de la red pulmonar, generando metastasis. Se establecieron
grupos de machos y hembras preacondicionados con testosterona vy
progesterona respectivamente.

Tras el sacrificio de los animales y el contaje macroscoépico de las metastasis
pulmonares no se observaron diferencias (Figuras 40A y B). Ni las hembras
preacondicionadas con progesterona mostraron menos metastasis que sus

controles, ni los machos preacondicionados con testosterona mostraron mas.
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Figura 40: Generacion metastasis sistémicas por via intravenosa segin el modelo
preacondicionamiento.

Diferencia en numero de macrometdstasis pulmonares en (A) Ratones hembra adultos
esterilizados quirdrgicamente preacondicionados con progesterona y (B) Ratones machos adultos
esterilizados quirdrgicamente preacondicionados con testosterona.

Linea celular de melanoma humano BLM.

p test de Mann Whitney.

Vh: Vehiculo. Pg: Progesterona Ts: Testosterona.

Tomando en consideracion los tres grupos de experimento observamos que,
con progesterona, se produce control de las metastasis sélo si existe tumor
local (ya sea grande o pequefio) lo que traduciria un vinculo tumor
local/metastasis, sobre éste interferiria progesterona. Por otro lado la

administracion subcutanea de progesterona en el modelo metastasis-
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tratamiento se inicia en un momento en el que ni siquiera existe tumor
macroscopico o lo que es lo mismo, no hay tumor con capacidad invasiva, por
lo que no se puede confirmar que el grado de invasividad local esté vinculado
al desarrollo de enfermedad metastasica.

En el caso de testosterona, en apariencia, no se mostrd efecto protumoral en
el contexto metastasico, pero cabe |la duda de si el efecto protumoral podria ser
mas en tiempo que en volumen, es decir, si la testosterona podria haber
causado una aparicion mas precoz de las metastasis a distancia. En este
aspecto no hemos pormenorizado en esta fase y sera objeto de investigacion

en futuros experimentos.
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El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo (World Health
Organization 2018a) y su impacto en la economia estatal es muy significativo.
Los gastos derivados de procedimientos diagndsticos, quirdrgicos y
tratamientos farmacolégicos adyuvantes se incrementan anualmente.
Adicionalmente, es necesaria una constante inversién en investigacion puesto
que constituye la unica fuente constante de nuevos conocimientos que nos
ayudan a comprender mejor los mecanismos de progresién y escape tumoral,
los factores que condicionan su prondstico y, sobre todo, nos ayudan a disefar
nuevas estrategias terapéuticas con las que tratar de amortiguar el impacto del
cancer sobre la poblacion. Fruto de las investigaciones clinico-epidemiologicas
se ha identificado al sexo como un factor relevante en el pronéstico oncoldgico.
El sexo es una caracteristica intrinseca a cada paciente, no modificable, con un
significativo y reconocido impacto en la fisiopatologia de la enfermedad. En lo
que se refiere al cancer, existe un claro dimorfismo sexual oncolégico que
transciende a la mayoria de los tumores y es independiente de la ubicacién
geografica o de la condicién socio-econémica y que se traduce en que,
independientemente de otros factores particulares que afecten a cada tipo
especifico de tumor, las mujeres tienen mejor prondstico oncolégico que los
hombres. Las bases de este fendbmeno continian siendo desconocidas en su
mayor parte, siendo necesario ahondar sobre ellas para, quizd, poder
explotarlas como herramientas terapéuticas. Con esta filosofia, buscando
pormenorizar sobre estos mecanismos, hemos realizado el modelo sobre el
que asienta el presente estudio de investigacion.

Existen diferentes propuestas en la literatura con objeto de explicar cémo el
sexo ejerce su efecto sobre los tumores. Nuestro trabajo parte de la hipotesis
que las hormonas sexuales juegan un papel determinante en la ventaja
oncolégica mostrada por las mujeres. Para estudiar esta premisa
seleccionamos un tumor en el que tenemos amplia experiencia clinica,
melanoma cutaneo, y empleando lineas tumorales humanas, hemos
desarrollado un modelo de experimentacion animal reproducible sobre el que
hemos podido estudiar las repercusiones de estradiol, progesterona vy
testosterona sobre el desarrollo local y sobre la enfermedad metastasica en

diferentes escenarios. Los datos obtenidos nos permiten afirmar que existe un
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vinculo entre las hormonas sexuales y el prondstico oncoldgico y que podria
ser consecuencia de la modulacion que las hormonas ejercen sobre la relacion
tumor-huésped, conocido como microambiente tumoral. Gracias a los
resultados obtenidos hemos constatado el papel protumoral de testosterona,
pero ademas hemos observado que progesterona tiene un destacado papel
antitumoral sobre el que no se ha profundizado en estudios de investigacion
previos. Sus efectos afectan al desarrollo local y también nos proporciona
evidencia de su influencia sobre el desarrollo de enfermedad metastasica.
Adicionalmente, nuestro modelo permitira profundizar en los mecanismos que
emplean las hormonas sexuales e intentar trasladarlos a la practica clinica en
forma de herramientas terapéuticas. Igualmente facilitara la investigacion sobre
otros factores, dado que aunque existe asociacion entre hormonas sexuales y
prondstico oncoldgico, no es el unico factor que determina la diferencia, siendo

necesario continuar la investigacion en otros aspectos como los genéticos.

1 LA INVESTIGACION DEL SEXO COMO FACTOR PRONOSTICO ES
ESENCIAL

El sexo es un factor pronostico oncoldgico cuya influencia permanece estable
independientemente de la regién geografica o el status socio-econdmico y es
aplicable a la gran mayoria de los tumores. Las mujeres tienen una mayor
supervivencia en cancer que los hombres, pero no soélo eso, sino que en
muchos tumores se han observado diferentes grados de respuesta a los
tratamientos quimioterapicos dependiendo del sexo (Schmuck et al. 2020). La
trascendencia del sexo es tan significativa que, en algunos tumores, ya forma
parte de los sistemas de estadificacion postoperatoria que nos ayudan a
determinar las probabilidades de recidiva o muerte (Haugen et al. 2015). Sin
embargo conocer la dimension completa de la repercusion del sexo es
complejo por varios motivos. Por un lado, el grado de influencia del sexo como
factor pronodstico no siempre es homogéneo, sobre todo en lo que concierne a
la edad de los pacientes. La ventaja es significativamente mayor en los
jévenes, particularmente antes de los 55-60 afos, a partir de ese momento la
ventaja, aunque persiste, se atenta y en algun tipo de cancer puede hasta

desaparecer (Galvin et al. 2018; Majek et al. 2013). Adicionalmente, algunos
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estudios han sefialado que la ventaja oncoldogica no trasciende a todos los
estadios de desarrollo tumoral. Asi en el estudio de Enniga desarrollado sobre
mas de 100.000 pacientes con melanoma cutaneo, se observé que las
mujeres, con estadios iniciales o intermedios de afectacién tumoral,
presentaban menos riesgo de muerte que los hombres. Este hecho se
observaba en todos los grupos de edad (18-45 aios, 46-55 anos, >56 afos),
sin embargo la diferencia no se observaba en presencia de enfermedad
metastasica. Un dato muy relevante, presente en todo el estudio, es que la
ventaja de las mujeres respecto a los hombres se reducia en la medida que la
edad se incrementaba (Enninga et al. 2017). Asimismo, en el déficit de
conocimiento, también influyen las deficiencias metodoldgicas en el estudio del
sSexo y es que, a pesar de la inmensa cantidad de datos clinico-epidemiolégicos
que avalan su relevancia, el sexo es, con frecuencia, un factor infravalorado y
reiteradamente obviado tanto en los estudios de investigacion clinica como los
experimentales. Multiples trabajos reflejan una muy escasa representacion de
las mujeres en los ensayos clinicos controlados. El articulo de Murthy,
publicado en 2004, ya reflejaba una mayor probabilidad de entrar en un ensayo
para un hombre que para a una mujer: 2.1% frente a 1.6%, en cancer de colon.
La consecuencia es que las mujeres tienen muy poca representacion, tanto en
los estudios de investigacion clinica no oncolégicos como en los oncoldgicos,
donde la tasa de participacion de mujeres ronda un 38.8% (Jagsi et al. 2009;
Geller et al. 2011; Murthy, Krumholz, and Gross 2004; Wagner et al. 2019). El
sesgo que este hecho supone en la clinica, también trasciende a los modelos
experimentales. Varias publicaciones han observado un empleo mayoritario de
animales machos, postulandose como posibles razones un mayor tamafo de
los mismos, que los hace mas manejables, o la ausencia de un ciclo menstrual
que pueda interferir en los estudios de farmacocinética o toxicidad
farmacolégica (Miller 2014; Sandberg and Umans 2015). Estando identificadas
estas cuestiones es necesario dar al factor sexo la relevancia que le
corresponde, y disefar trabajos de investigacion exclusivos con metodologias
cuidadosas y sistematicas que consideren todos sus condicionantes y que nos
permitan conocer toda su amplitud y repercusion. En este sentido, estaremos

en mejores condiciones de identificar los condicionantes si abordamos el
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estudio del sexo desde una perspectiva biologica, investigando sobre aquellas
cuestiones intrinsecas que diferencian a hombres de mujeres. Una de ellas es
la genética, las mujeres tienen dos cromosomas X y los hombres un Xy un Y.
La informacion contenida en ellos afecta a todas las funciones celulares y a la
fisiologia del organismo desde su nacimiento hasta la muerte. Es una variable
dicotomica que no debe ser confundida con el género, que es un concepto
social fruto de las diferencias conductuales, psicolégicas y culturales que
afectan a la poblacién y que genera un continuo de posibilidades. La segunda
diferencia son las hormonas sexuales, diferentes en cada sexo vy
particularmente complejas en las mujeres. Las hormonas sexuales tienen
demostrada influencia sobre multiples funciones organicas y se responsabilizan
de la organizacion de situaciones fisioldgicas de extremada complejidad, pero
al mismo tiempo su desregulacion tiene importantes consecuencias
patolégicas. Las hormonas sexuales son el objeto de nuestro trabajo de
investigacion y aportamos datos solidos que ayudan a conocer su vinculo con
el prondstico oncolégico y abren puertas a lineas de investigacién sobre su

mecanismo.

2 HORMONAS SEXUALES

Seleccionamos las hormonas como posible responsable sexual intrinseco de
las alteraciones generadas sobre el proceso de implantacién y desarrollo
tumoral por ser un factor claramente diferenciador entre sexos, por su
reconocida influencia sobre el funcionamiento y coordinacién de érganos y
sistemas y por la atenuacion de la ventaja pronostica en relacién con la edad.
Todas estas observaciones estan debidamente reflejadas en la literatura. Asi
las hormonas sexuales tienen la capacidad de reconocer y coordinar
situaciones en la que es necesaria la tolerancia a aloinjertos, como en el
embarazo, evitando que se produzca el rechazo del feto (Robinson and Klein
2012a), pero también coordina la inmunidad en regiones anatomicas precisas,
como el tracto vaginal, como ha sido demostrado en otros trabajos
desarrollados en nuestro laboratorio (S. Lasarte et al. 2013; Sandra Lasarte et
al. 2016; Salinas-Mufoz et al. 2018).
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Adicionalmente, la relacion entre la pérdida de la ventaja prondstica mostrada
por las mujeres segun se incrementa la edad ha sido investigada y reflejada en
multiples trabajos epidemiolégicos que han analizado volumenes poblacionales
de considerables dimensiones, como el estudio de Michelli basado en los
resultados del proyecto EUROCARE-4. En él, ademas de demostrarse la
ventaja en supervivencia para las mujeres en 15 variedades de tumores, se
identificd la edad como el principal determinante de la ventaja y ésta disminuia
en la medida que la edad se incrementaba haciéndose practicamente
imperceptible en ancianos (Micheli, Ciampichini, Oberaigner, Ciccolallo, de
Vries, lzarzugaza, Zambon, Gatta, and De Angelis 2009). En algunos casos,
como el cancer de colon, esta relacion ha tardado mas tiempo en demostrarse,
pero los datos son también vinculantes. El reciente metaanalisis de Yang
confirmo6 una mejor supervivencia global y especifica para el grupo de mujeres,
sugiriendo una significativa influencia del sexo en el tratamiento del cancer de
colon (Yang et al. 2017). Pero ademas otros trabajos, como el de Majek,
pormenorizaron en esta ventaja hallando que el beneficio en supervivencia tras
ajuste por edad y estadio tumoral era realmente significativo por debajo de los
65 anos (Majek et al. 2013). Adicionalmente se ha observado un beneficio en
supervivencia por cancer de colon en mujeres entre 50 y 60 afos en
tratamiento con suplementacion hormonal (Schmuck et al. 2020).

La linea celular elegida para nuestro estudio de investigacion, melanoma
cutaneo, se ajusta a estos patrones epidemioldgicos generales pero ademas, la
bibliografia especifica sobre melanoma aporta algun dato adicional que
confiere solidez al vinculo hormonas sexuales/pronostico oncolégico. El trabajo
retrospectivo de Eniga constatd beneficio en supervivencia para las mujeres en
todos los grupos de edad (18-45, 46-54 y >55) pero, curiosamente, a pesar de
que en la medida que la edad aumentaba el riesgo de muerte por melanoma
también lo hacia en ambos sexos, éste era mas marcado en las mujeres,
dejando intuir que la pérdida de las hormonas sexuales en las mujeres, también
conlleva la pérdida de su ventaja pronostica (Enninga et al. 2017).
Adicionalmente las hormonas sexuales femeninas también han sido
identificadas como agentes protectores contra la oxidacion celular favoreciendo

consecuentemente un ambiente adecuado para la sintesis de calcitriol. Ambos
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factores, reduccion de los niveles de estrés oxidativo y niveles adecuados de
calcitriol, fueron identificados por Nosrati como factores protectores en la
evolucion del melanoma cutaneo (Nosrati and Wei 2014). Nuestros resultados
han encontrado consonancia con las evidencias aqui descritas reforzando, por
tanto, la necesidad de investigar el grado de participacién de las hormonas
sexuales, como factor intrinseco al sexo en la ventaja oncolégica de las

mujeres para tratar de ahondar en sus mecanismos.

3 LA NECESIDAD DE TRABAJAR CON UN BUEN MODELO
EXPERIMENTAL

Previamente (Apartado 1 La investigacion del sexo como factor prondstico)
hemos reflejado las deficiencias metodoldgicas que afectan a los trabajos
cientificos en lo que respecta a la investigacion del factor sexo y cuya
consecuencia ha sido la infravaloracién de su importancia y la imposibilidad de
ser identificado como factor pronéstico independiente en muchos canceres.
Para poder aportar conocimientos solidos a este tema hemos aplicado una
metodologia sistematica y minuciosa, otorgando importancia a una serie de

pilares:

e Empleo ponderado de animales machos y hembras en cada experimento,
evitando la reutilizacién de resultados previos. Cada experimento se disefio
considerando un numero equiparable de animales de cada sexo, con sus
casos y controles, y las comparaciones se establecieron entre ellos. De esta
forma tratamos de reducir los sesgos concernientes a las condiciones
particulares que afectan a cada experimento como pueden ser la calidad de
la camada, del cultivo celular, de la ejecucion del xenotrasplante o de la
dilucion de las hormonas.

e Las lineas celulares empleadas fueron humanas con el objetivo de buscar la
maxima traslacionalidad al terreno clinico. Ademas existe evidencia de la
mayor sensibilidad e inestabilidad de las lineas de melanoma animales y
esto podria condicionar la validez de los efectos observados (Joshi, Hassan,
and Ramaraj 2017; Ramaraj and Cox 2014b).

e La verificacion de los resultados se realizdé por duplicado siempre que ha

sido posible. Asi, como linea celular inicial usamos BLM pero hemos
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corroborado la gran mayoria de experimentos con una segunda linea
celular, SK-MEL-103. Somos conscientes de que la decision de emplear
células humanas nos obligd a utilizar un ratén apto para xenotransplante, lo
que traeria como consecuencia una deficiencia inmunoldgica que coartarian
algunos aspectos de los resultados, sobre todo los dependientes de las
respuestas a largo plazo y las citotoxicas. A cambio obtendriamos maxima
fiabilidad en los procesos de implantacion tumoral y desarrollo precoz.

e Medicion del grado de sesgo que podrian tener otros factores de influencia.
El condicionante genético es otro factor intrinsecos al sexo, que en algunos
sistemas, como el inmune, imprimen diferencias que son patentes desde el
nacimiento (Klein and Flanagan 2016). Para ponderar el peso de factor
genético en nuestro modelo disefiamos experimentos que lo contemplaron
de forma especifica. Nuestro modelo fue sometido a un escenario libre de
hormonas sexuales de forma fisioldgica (inmadurez sexual) en la que la
carga geneética tuviese mayor posibilidad de expresion. EI modelo en el
ratdbn prepuber nos permiti6 observar que los resultados atribuibles a las
hormonas no quedarian desacreditados por otros factores de confusion.

El primer resultado que obtuvimos al aplicar esta sistematica fue un modelo

animal que representa adecuadamente la ventaja pronostica de las hembras y

establece un nexo causal dependiente de hormonas sexuales. La diferencia

mostrada no resulta invalidada por otros factores intrinsecos al sexo, como el
componente genético. Siendo un modelo sdlido y reproducible sobre el que
poder aplicar diferentes supuestos de experimentacién, hay que tener en
cuenta que nos permite una horquilla de tiempo de estudio de unos 20 dias
postxenotransplante dado que, en torno a ese momento, las diferencias
naturales desaparecen probablemente porque la progresion tumoral rebase las

particulares capacidades del sistema inmune del ratén.

4 EFECTOS DE LAS HORMONAS SEXUALES SOBRE LA IMPLANTACION
Y DESARROLLO TUMORAL LOCAL

Nuestros datos establecen un nexo causal entre la ventaja oncoldgica para las
mujeres y las hormonas sexuales. Sobre esta base deberiamos suponer que

las hormonas sexuales de las hembras serian antitumorales y las de los
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machos protumorales, sin embargo, el ambiente hormonal en mujeres es
complejo debido a la coexistencia de dos hormonas y en la literatura pueden
observarse indicios de que ambas pueden no ser sinérgicas en el ambito
oncolégico. Aunque se ha considerado la pérdida de estrogenos, resultado de
la menopausia, como el hecho responsable de la pérdida de la ventaja
oncolégica en mujeres, no parece que sea asi en todos los casos y
particularmente no lo que hemos observado en nuestros modelos de melanoma
(Clocchiatti et al. 2016). Botteri en su trabajo sobre melanoma cutaneo
realizado sobre mas de 600000 mujeres noruegas entre 45 y 79 afos, investigd
la repercusion de las diferentes combinaciones de suplementacion hormonal
sobre la incidencia de este cancer. Observd que la suplementacion exclusiva
con estrogenos se asocid a un incremento de riesgo de desarrollo de
melanoma, mientras que el empleo de formulaciones combinadas
estrogenos/progesterona, no lo hizo. De hecho los analisis pormenorizados que
se realizaron sobre dosis-respuesta evidenciaron que el consumo de
estrégenos se asociaba a un incremento de riesgo mientras que el de
progesterona disminuia el mismo (Botteri et al. 2017). De igual manera, otros
estudios han publicado que la suplementacion en postmenopausia con
progesterona natural podria prevenir el desarrollo de algunos canceres (Dika et
al. 2019, 2017). A la luz de estos hechos expuestos en la bibliografia
disefiamos los modelos hormonalmente controlados con el objetivo de
pormenorizar sobre los efectos individuales de las hormonas sexuales. Sus
resultados fueron, un efecto protumoral para testosterona, un efecto antitumoral
para progesterona y un efecto neutro en el caso del estradiol.

Curiosamente en los modelos que seguian un esquema tratamiento solo
obtuvimos ciertos indicios de este efecto, mas marcados en testosterona que
en progesterona. En el primer caso casi adquiere significacion estadistica, pero
en el segundo s6lo mostré una discreta tendencia antitumoral que, mas alla de
su valor estadistico, le otorgamos un valor bioldégico subsidiario de ser
explorado tratando de generar una situacion donde sus potenciales efectos se
viesen ampliados. Si bien es cierto que el efecto atenuado en el esquema
tratamiento podria ser secundario a que los recursos se movilizan tras la

inoculacion tumoral, existiendo un decalaje entre estimulo y respuesta, nos
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preguntamos si podriamos optimizar el efecto administrando el compuesto
hormonal previamente, condicionando que la respuesta estuviese estimulada
antes de implante tumoral y eliminando el decalaje. Esta es la filosofia de los
modelos preacondicionamiento, muy empleados en la clinica, y cuyo objetivo
es preparar a un 6rgano o sistema lo mejor posible para desarrollar una
funcién, o “entrenarlo” para que pueda resistir mejor un estimulo nocivo. Asi
pequefios periodos de isquemia efectuados a un érgano como el higado o el
corazon, repercutirian en una reduccion el dafio tisular en una situacién de
isquemia mas prolongada. Gracias a estas estrategias, el entrenamiento
cardiovascular, que simula pequefas isquemias, puede amortiguar los dafios
producidos por un infarto (Penna, Alloatti, and Crisafulli 2020) o en el caso del
higado repercute en que se puedan soportar periodos de isquemia mas largos
y asi poder desarrollar resecciones hepaticas mas amplias y complejas sin
incrementar los problemas postoperatorios(G. Wu et al. 2020). Empleando esta
estrategia fue la forma con la que conseguimos observar que testosterona
favorecia la inercia tumoral y, por tanto, se amplificaban las diferencias en
tamafo y peso. Aunque es mas dificil revertir o frenar la inercia tumoral, con
progesterona también pudimos constatar su efecto antitumoral, observando
cdmo retrasaba el inicio y desarrollo tumoral durante la horquilla de 20 dias que
permite nuestro modelo. Incrementar las diferencias quiza pueda favorecernos

el posterior estudio de los mecanismos implicados.

4.1 Posibles responsables del efecto pro o antitumoral

A dia de hoy serian dos los mecanismos planteables por los que se podrian
ejercer los efectos pro o antitumorales. El primero seria derivado del efecto
directo de las hormonas sexuales sobre las células tumorales y el segundo
seria a consecuencia de la modulacion realizada sobre la interaccion tumor-
huésped.

La dependencia hormonal en muchas estirpes tumorales es un hecho bien
contrastado en la literatura. Es conocida la dependencia observada sobre las
células tumorales de lesiones que afectan a érganos reproductores: glandula
mamaria, ovario, endometrio o préstata por ejemplo (Folkerd and Dowsett
2010). De hecho, los farmacos que bloquean los receptores para estrogenos,

progesterona o testosterona, se emplean como terapia adyuvante o definitiva
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en multiples situaciones (Bui et al. 2020; Zhu et al. 2012). Pero también se ha
observado en las células tumorales de 6rganos no reproductores. Por ejemplo
los estrogenos promueven el crecimiento de algunas lineas celulares de
carcinoma epidermoide de laringe a través de GPER1 o de algunas isoformas
de ESR1, mientras que el estimulo de ESR2, es supresor (YongHong Zhang et
al. 2017). Li, profundiz6 en el hepatocarcinoma y encontré que, el efecto
protector sobre la hepatocarcinogénesis murina, asociado a Esr1, y el
favorecedor de la misma, asociado a Ar, se encontraba vinculado a Foxa1/2 (Li
et al. 2012). De igual forma, los estrogenos estimulan el crecimiento de las
células tiroideas a través de ESR1, ESR2 y GPER1 (YongHong Zhang et al.
2017). Aunque existen publicaciones que sugieren cierto grado de
hormonosensibilidad, melanoma cutaneo ha sido considerado clasicamente un
tumor hormono independiente. Las conclusiones que arroja la literatura en este
sentido son heterogéneas como bien refleja la revision realizada por Ramaraj.
(Ramaraj 2018). En la misma se describen una considerable cantidad de
estudios experimentales que contemplan diferentes tipos de modelos
experimentales, lineas tumorales (humanas o murinas), compuestos
hormonales y dosis, que origina un magma de resultados dispares e incluso
contrarios sobre el impacto de las hormonas sexuales en el crecimiento de las
células de melanoma (Ramaraj 2018). EI mismo Ramaraj publicé que la
progesterona, en el medio de cultivo in vitro, promueve la autofagia de las
células deteriorando el crecimiento tumoral (Ramaraj and Cox 2014a) y, de
igual forma, se describen interferencias en el crecimiento celular gestionadas a
través de receptores de membrana no clasicos (Kanda and Watanabe 2001;
Ramaraj 2018; Natale et al. 2016). En nuestros experimentos in vitro también
observamos que dosis extremadamente altas de progesterona, en el rango
analizado, causaban retraso en la proliferacion celular pero esto es
intrascendente al aplicarlo a nuestro modelo ya que nuestro objetivo sobre el
animal de experimentacion fue reproducir una situacion hormonal corriente,
evitando estos niveles extremos solo observables en el embarazo. Por este
motivo nosotros trabajamos con concentraciones plasmaticas en el umbral
fisiolégico mientras que Ramaraj emplea concentraciones entre 10 y 100 veces

mayores a las nuestras (Ramaraj and Cox 2014b). Gracias a la experiencia
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previa de nuestro grupo con hormonas sexuales, sabemos que la
correspondencia plasmatica de tales concentraciones in vitro genera unos
niveles muy por encima de los fisiolégicos y, por tanto, no observables en la
clinica habitual fuera del embarazo, donde los niveles superan unas 200 veces
los fisiolégicos (Altinoz, Ozpinar, and Elmaci 2019; Sandra Lasarte et al. 2016).
Considerando la independencia de hormonas sexuales mostrada por nuestras
lineas tumorales y los citados efectos pro y antitumorales, seria razonable
postular que las hormonas sexuales ejercen su accion principalmente
modulando la interaccion entre el tumor y el huésped, entidad conocida como
microambiente tumoral (Egeblad, Nakasone, and Werb 2010; T. Wu and Dai
2017). La relevancia del microambiente tumoral es creciente no sélo por su
papel esencial durante la implantacion, desarrollo y generacion de metastasis,
sino porque se ha convertido en un foco actual de atencion para el desarrollo
de estrategias terapéuticas. No todos los microambientes son iguales, de
hecho, a dia de hoy sabemos que el fenotipo agresivo de un cancer esta
condicionado no solo por las propiedades intrinsecas de las células tumorales
sino también por el perfil del microambiente tumoral. De ahi que su analisis sea
tan relevante, ofreciéndonos informacién de su posible comportamiento. En
este sentido la modulacién hormonal del microambiente podria dar lugar a
microambientes promotores de la progresion tumoral o microambientes
restrictivos.

En el caso particular de melanoma cutaneo el infiltrado inmune del
microambiente ha sido identificado como un factor capital en el prondstico,
estando por encima del componente estromal. En el extraordinario trabajo de
investigacion de Wang se realiza un extenso analisis del microambiente
tumoral de casi 500 muestras de melanoma cutaneo en tres niveles diferentes:
tisular, celular y molecular. En el primero se estudia la relacidon entre el grado
de infiltracidon inmune o estromal y caracteristicas clinico-patolégicas mientras
que en el segundo se explora pormenorizadamente la composicidn celular del
infiltrado inmune, tratando de establecer relaciones entre la presencia de
subgrupos celulares y resultados clinicos. En el ultimo analisis se buscan
correlaciones entre los perfiles de expresion molecular y los patrones de

infiltrado inmune con el objetivo de encontrar mecanismos reguladores o
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biomarcadores pronosticos. En los resultados del analisis del primer nivel los
autores encuentran correlacion entre el grado de infiltracion inmune y estromal
con caracteristicas pronésticas, de forma que los melanomas con indicadores
de mal pronésticos, como ulceracion o mayor indice de Clark, mostraban
menor infiltracion de ambos. Adicionalmente evidenciaron que los casos con
mayor grado de infiltracion inmune, pero no estromal, presentaban mejor
supervivencia. Llamativamente los pacientes mas jovenes presentaban mayor
grado de infiltrado inmune y estromal que los pacientes mas mayores y las
mujeres presentaban mayor infiltrado inmune que los hombres, observandose
nuevamente como el duo sexo/edad condicionan las diferencias pronosticas (P.
Wang et al. 2020). En nuestra investigacion no hemos abordado este nivel de
analisis en este momento pero los datos que nos proporcionen la coleccion de

muestras que hemos ido almacenando seran de un extraordinario interés.

4.2 Posible mecanismos implicados en el efecto pro o antitumoral local de
las hormonas sexuales

El mecanismo pro o antitumoral de las hormonas sexuales puede ser ejercido
directamente, estimulando o inhibiendo la proliferacion de los clones tumorales,
pero independientemente de este mecanismo, que ademas fue descartado en
nuestro modelo, también debe existir un mediacion basada en el
microambiente tumoral a consecuencia de la amplia distribuciéon de los
receptores para hormonas sexuales en toda la economia.

En la literatura se ha otorgado mucho peso al componente inmune del
microambiente, entre otras muchas razones por el vinculo evidenciado entre
inflamacion crénica no resuelta y cancer. Por este motivo muchos de los
efectos pro o antitumorales atribuidos a las hormonas sexuales han sido a
consecuencia de su papel pro o antiinflamatorio. Asi los estrégenos son
considerados protumorales en base a una inhibicion de la respuesta inmune
celular y a la promocién de la respuesta humoral Th2 (Foo et al. 2017). De igual
manera estimulan la secrecidn de citoquinas protumorales (IL6, IL4, TNF), la
polarizacion de los macréfagos tumorales hacia un perfil M2, la proliferacién de
células T reguladoras y de MDSC, el incremento de la expresion celular de
PDL1 vy la inhibicion de linfocitos T CD8+ (Rothenberger, Somasundaram, and

Stabile 2018). Por su parte la progesterona es considerada una hormona
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antiinflamatoria, sobre todo por los efectos observados durante el embarazo,
donde juega un papel inmunomodulador, asegurando la tolerancia materna del
feto (Robinson and Klein 2012b). Los niveles de progesterona en el embarazo
nada tienen que ver con la realidad de la mayor parte del tiempo de la vida de
una mujer y, por tanto, la situacion del sistema inmune en el embarazo no es
extrapolable a la vida diaria. Sin embargo si se ha demostrado una elevacion
de la cifra de neutrdfilos tras la ovulacién, en respuesta al incremento
plasmatico de los niveles de progesterona, asi como un aumento de su
capacidad fagocitica en comparacion con la fase folicular (Nowak, Borkowska,
and Pawlowski 2016; Smirnova et al. 2018). De igual forma también se ha
observado que el aumento de progesterona en la fase lutea precoz ejerce
influencia sobre los receptores de respuesta innata tipo “Toll-Like”. Se ha
observado, por ejemplo, incremento de los niveles de IL6 y TNF tras la
estimulacion de TLR2 y de los niveles de IL1B, IL6 y TNF tras la estimulacion
de TLR4. Asimismo, durante la fase lutea tardia, se ha observado una
disminuciéon de los niveles de TNF tras la estimulacién de TLR8 (Dennison et
al. 2012). Realmente este podria ser un interesante mecanismo aplicable a
nuestro modelo en virtud del cual, el preacondiconamiento con progesterona
podria condicionar un incremento de las moléculas encargadas del
reconocimiento de patrones moleculares que identifican a las células
tumorales, ya sean TLR, RLR (RIG-I, retinoic acid-inducible gene-l,-like
receptors), NLR (Nod-like receptors) u otros no definidos, generando un estado
de “hipervigilancia” responsable del retraso en implantacion y desarrollo. La
respuesta TLR también se ha analizado en relacibn a testosterona,
considerada protumoral por su efecto inmunosupresor. Se ha observado que la
orquiectomia en ratones macho se asocia a un incremento en la expresion de
TLR4 en los macréfagos, generando una elevacion de las citoquinas
proinflamatorias en respuesta a la infeccion. (Rettew, Huet-Hudson, and
Marriott 2008; Gubbels Bupp and Jorgensen 2018). Asimismo, Corcoran
describié como la testosterona suprime la liberacién de TNF e IL1B por parte
de los macréfagos en respuesta al lipoproteinas exdgenas (Rettew, Huet-
Hudson, and Marriott 2008). Diversos estudios, han observado también que,

aunque la testosterona puede generar un incremento en el numero de
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neutrofilos, al mismo tiempo y por un mecanismo todavia no definido, suprime
su actividad antimicrobiana y la produccion de citoquinas inflamatorias,
incrementando la produccion de IL10 y TGFB1 (antiinflamatoria) (Gubbels Bupp
and Jorgensen 2018; Popp Marin et al. 2010). Los mismos autores describieron
una reduccién de la expresion de moléculas de superficie presentadoras de
antigeno por parte de las células dendriticas, en respuesta al incremento de
testosterona. Aunque los macrofagos asociados a cancer son considerados
una pieza de elevada relevancia en el desarrollo y progresion tumoral,
desafortunadamente, no existen trabajos especificos sobre el impacto de las
hormonas sexuales sobre éstos.

Considerando la relativa novedad del microambiente tumoral, también nos
encontramos con el problema de la carencia de bibliografia especifica y
contrastada cuando tratamos de analizar el papel de las hormonas sexuales en
relacion con el resto de los componentes del microambiente. No es infrecuente
observar publicado como una misma hormona puede favorecer o inhibir un
mismo componente en funcién de la estirpe tumoral o como puede ejercer un
efecto mas o menos significativo en funcion del estadio tumoral. Es muy
probable que todo ello sea secundario a una variacion en la presencia/ausencia
de receptores para hormonas sexuales o a su mayor/menor densidad en
funcién de multiples condicionantes (Zheng et al. 2018). Por estas variaciones
la influencia de progesterona sobre el componente vascular cambia en funcidn
del escenario clinico considerado, mostrandose estimuladora de la
angiogénesis en cancer de mama (Benakanakere et al. 2006), mientras que en
patologia endometrial y en algunos estudios sobre patologia cutdanea se le ha
vinculado con potencial antiangiogénico (Hudon et al. 2003; Demir, Yaba, and
Huppertz 2010). Este papel antiangiogénico, ha sido confirmado en varios
estudios experimentales en los que se ha demostrado que derivados de la
progesterona poseen un significativo efecto antiangiogénico gracias a una
reduccion en VEGF, ANG, MMP9 y FGF1 (Yahya et al. 2017). Asimismo se ha
observado que, tanto dosis altas como bajas de progesterona, tienen
capacidad de inhibir la proliferacion y migracion in vitro de células progenitoras
endoteliales (L. et al. 2010; Liu et al. 2015) contrarrestando, incluso, el efecto

proangiogénico mostrado por estradiol en algunas situaciones, como sucede
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sobre las células endoteliales tras estimulacion de la secrecion de VEGF y PAF
por parte de las células estromales, via ESR1 (Clocchiatti et al. 2016). El
mismo efecto proangiogénico ha sido descrito para testosterona,
demostrandose que estimula la migracion de progenitores endoteliales, la
proliferacion de células endoteliales y la neovascularizacién a través de
VEGFA. Este efecto se observa de una forma muy caracteristica en machos,
ya que es RA dependiente (S. Yoshida, lkeda, and Aihara 2016a; Eisermann
and Fraizer 2017).

Todos estos efectos descritos también tendrian su repercusion sobre los
fibroblastos asociados a carcinoma, elementos muy importantes del
componente estromal con esenciales funciones de soporte, comunicacion,
sintesis y remodelado de la matriz extracelular. Sus efectos también son
heterogéneos y sus mecanismos y condicionantes poco conocidos, pudiendo
asociarse a mal prondstico en carcinoma de mama, pulmon y pancreas (Nurmik
et al. 2020) o a una disminucién de la agresividad y mejor prondstico en el
cancer de prostata (McAllister et al. 2019).

Los efectos evidenciados por nuestro trabajo se alinean, en parte, con lo
reflejado en la evidencia disponible al respaldar, por ejemplo, un papel
protumoral para testosterona. Sin embargo no podemos confirmar el papel
protumoral de los estrégenos dado que en nuestro modelo el efecto fue neutro,
quiza debido a que el estradiol es particularmente complejo, tanto por la
diversidad de los subtipos de sus receptores como por los niveles cambiantes
durante el ciclo hormonal. Asi se puede comportar como agente proinflamatorio
a dosis bajas (similares a las de la fase folicular), mientras que a dosis altas
(similares a las de la fase lutea) puede ser antiinflamatorio (Roved, Westerdahl,
and Hasselquist 2017). Finalmente introducimos algunos datos novedosos en
lo que respecta a progesterona puesto que en nuestro modelo se ha mostrado
como un potente agente antitumoral si bien es cierto que, en la fase de
desarrollo que se encuentra nuestro trabajo, no podemos anticipar cuales son

los mecanismos implicados.

4.3 Las hormonas sexuales son condicion necesaria pero no suficiente

A lo largo de la discusion hemos expuesto la relevancia de los factores

intrinsecos al sexo, hormonas sexuales y genética, como posibles
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responsables de la diferencia pronostica entre sexos. Adicionalmente hemos
observado concordancia entre la retirada de las hormonas y la desaparicion de
la ventaja para las hembras vy, finalmente, hemos observado que en su propio
sexo, la progesterona es antitumoral y la testosterona es protumoral. Sin
embargo el intercambio de hormonas al sexo contario no transfiere los efectos
descritos, siendo una cualidad sexo especifica bajo las condiciones de nuestro
modelo. Segun estas observaciones la presencia de hormonas es condicién
necesaria pero no suficiente y probablemente se requiera la informacién
genética para que el efecto se muestre al completo. Asi, los resultados
obtenidos con este experimento implican interdependencia entre ambos, de
forma que el efecto anti o protumoral lo genera la hormona sexual al amplificar
caracteristicas genéticas propias del sexo, siendo este motivo por el que no se
evidenciaron diferencias en el modelo prepuber.

La informacion genética codificada en los cromosomas sexuales de hombres y
mujeres es diferente, las mujeres tienen dos cromosomas X y los hombres un X
y un Y. La riqueza génica del cromosoma X es superior a la del cromosoma Y,
ademas, en el primero se encuentra codificada mucha informacién
concerniente al sistema inmune cuya inhibicién o estimulo podrian condicionar
diferentes respuestas por parte del componente inmune del microambiente
tumoral. Pero ademas en el cromosoma X reside un 10% de los miRNA,
implicados en el control de la expresiéon génica mediante la supresion de la
traslacion de ARNm o la estimulacion de la degradacion del mismo (Schurz et
al. 2019a). Asimismo en el cromosoma X se han descrito regiones promotoras,
vinculadas a aspectos de la inmunidad innata, con capacidad para responder a
esteroides sexuales (Klein and Flanagan 2016; Hannah, Bajic, and Klein 2008),
de forma que la presencia o ausencia de progesterona, estradiol o testosterona
podrian potenciar o inhibir respuestas inmunes concretas. Existen genes
involucrados en los patrones de reconocimiento de patégenos, como TLR 7 y
TLR 8, que residen en el cromosoma X, pero también se han observado genes
implicados en las cascadas de sefializacidén desencadenada por su estimulo,
como IRAK1, o en el proceso de diferenciacion y polarizacion de los
macrofagos, como IL3RA o GATA1. Asimismo CYBB controla los procesos de

activacion de lisis intracelular por los fagocitos, IL2RG influye en la proliferacion
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de células T y FOXP3 presenta influencia en la diferenciacion de células T

reguladoras (Jaillon, Berthenet, and Garlanda 2019). Trabajos adicionales han
demostrado que la liberacion de IL10 en respuesta a la activacion de TLR9 por
proteinas virales, en mayor en los monocitos de hombres que en los de
mujeres, tal hecho se correlacionaba de una forma directamente proporcional a
los niveles de testosterona e inversamente proporcional a los niveles de
estradiol (Torcia et al. 2012) y recientemente se ha evidenciado como en el
aumento de la secrecion de INFA1 por parte de las células dendriticas de
mujeres, en respuesta a la estimulacion de TLR7, estan involucrados factores
genéticos y hormonales (Laffont et al. 2014).

Considerando lo expuesto, las hormonas sexuales probablemente potencien o
inhiban de forma especifica la trascripcion de informacion concreta vinculada a
los cromosomas sexuales, condicionando la respuesta del microambiente.
Probablemente la estimulacion o inhibicion del frente inmune sea uno de los
mecanismos con mayor implicacién, pero no hay que olvidar que es posible
que la informacién genética potencie o inhiba la expresién de receptores
hormonales sobre los diversos componentes celulares del estroma
repercutiendo en su comportamiento, sobre todo si tenemos en cuenta que los
genes que codificar AR se ubican en el cromosoma X (Clocchiatti et al. 2016).
En otra linea de observaciones y de forma adicional, el hecho de que
progesterona en nuestro modelo no condicione un efecto antitumoral en
machos genera una observacion colateral interesante pues descarta, una vez
mas, la autofagia de las células tumorales mediada por progesterona como
responsable del retraso en el desarrollo tumoral, implicando al microambiente

en el efecto.

5 EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES SOBRE LA ENFERMEDAD
METASTASICA

La informacion aportada por nuestros resultados en enfermedad metastasica
hay que interpretarla a la luz de las dos teorias mas relevantes sobre la
generacion de enfermedad sistémica. La teoria “seed and soil” que establece
una dependencia directa entre la metastasis y el grado de invasién local, de

forma que, en la medida que un tumor crece, invade los vasos locales
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circundantes lo que le da acceso a la circulacion general. Las células tumorales
se asientan en lugares en los que puede formar un microambiente favorable
(Paget 1889). Contrariamente, la teoria del nicho premetastasico, establece
independencia del grado de invasion local, de forma que la preparacién o
acondicionamiento de los futuros érganos metastatizables se inicia en el mismo
momento en el que el tumor empieza a desarrollarse. La fase inicial dependeria
de las propias células tumorales que secretarian las citoquinas necesarias,
posteriormente el nicho seria mantenido por un microambiente educado a tal
efecto que aportaria ya no solo mediadores quimicos, sino componentes
celulares que incrementarian las capacidades del nicho. En este sentido se ha
demostrado cdémo las células perivasculares pierden su morfologia en
respuesta a la secrecidn de citoquinas tumorales y adquieren capacidad de
migracion, proliferacion y sintesis de matriz extracelular, colaborando a la
formacion de los nichos premetastasicos (Murgai et al. 2017; Hill et al. 2020).
Asimismo Sai evidencia que las células madre mesenquimales de médula
0sea, mediante estimulo citoquimico, son reclutadas por las células tumorales y
estimuladas a diferenciarse en multiples estirpes que nutren el microambiente
tumoral. Al mismo tiempo son “educadas” por el tumor, adquiriendo
capacidades de movilizacion a sitios distantes en los que promueven
ambientes inmunosupresores gracias a la proliferacién de MDSC-neutrdfilos, y
ambientes protumorales gracias a la secrecion de CXCLS5, oxido nitrico y GM-
CSF (Sai et al. 2019). Hill aporta una extraordinaria revisién del papel que
desempena cada uno de los componentes del microambiente en la promocién
de las capacidades metastasicas en cancer de mama, enfatizando el papel
determinante de los MAT y los NAT en la génesis y coordinacion de los
recursos que favorecen la formacion de metastasis (Hill et al. 2020).

Considerando la repercusion de las hormonas sexuales sobre el desarrollo de
metastasis, nuestros resultados sugieren que probablemente ambas teorias
desempenfiarian un papel en la génesis de enfermedad metastasica. El efecto
antitumoral de progesterona solo se produce en los modelos en que existe
tumor primario, de lo que parece deducirse que progesterona no es capaz
promocionar un efecto antimetastasico difuso y universal en ausencia de tumor,

sino que lo haria bloqueando las vias de comunicacion que el tumor local trata
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de organizar con sus futuros nichos. Por otro lado no hemos pormenorizado en
la investigacion que relaciona el grado de invasion local con la capacidad
metastasica, ya que no hemos planteado un supuesto en el que la
administracibn hormonal comenzase con un tumor muy desarrollado
localmente y posteriormente evaluasemos las metastasis, por tanto solo
podemos afirmar que se produce efecto antitumoral a distancia en presencia de
tumores poco invasivos. En este sentido parece razonable que, en la medida
que un tumor crece e invade estructuras vasculares, sea mas probable
desarrollar metastasis y por tanto si a nivel local progesterona frena su
desarrollo, es logico que desarrolle menos metastasis. En el caso de
testosterona, en apariencia, no se mostré efecto protumoral en el contexto
metastasico, pero cabe la duda de si el efecto protumoral podria ser mas
tiempo dependiente que en volumen dependiente, es decir, las metastasis
podrian haberse generado antes con testosterona. Este aspecto tampoco lo
estudiamos.

Asi pues nuestro trabajo sugiere, de nuevo, un papel significativo para el
microambiente, esta vez en la gestion de metastasis sistémicas, bien en la
adquisiciéon de un comportamiento tumoral invasor, bien en la “educacion” de
otros componentes para que puedan acomodar el nicho premetastasico. Sin
embargo los efectos particulares de testosterona o progesterona sobre la
génesis de las metastasis, no pueden contextualizarse, ya que no existen

trabajos especificos publicados sobre este aspecto.

6 CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Nuestro trabajo inicia una linea de investigaciones cuyo fin es aportar
soluciones al estudio deficitario que existe en una cuestion tan importante como
el impacto del sexo en el prondstico oncolégico. Muchas de las investigaciones
previas no han abordado este problema de forma experimental sistematica, por
lo que podemos encontrar resultados dispares o trabajos con resultados
superficiales no contextualizables de forma que, los nuevos conocimientos que
van surgiendo en la investigacion oncoldgica no pueden ser observados bajo el
prisma del sexo, sirva como ejemplo la evaluacion condicionada por el sexo del

microambiente tumoral.
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Si bien es cierto que la implicacion de las hormonas sexuales es evidente dada
su capacidad coordinadora, la universal distribucién de sus receptores sexuales
y el vinculo deducido a raiz de los cambios prondsticos relacionados con la
edad, sus mecanismos Yy oportunidades terapéuticas no han sido
suficientemente analizados o rentabilizados. Es cierto que abordar esta
cuestion empleando una metodologia exigente puede ser complejo y, en
ocasiones, no puede abordarse en toda su dimensiéon. En este sentido, nuestro
trabajo propone un modelo que destaca por varios motivos: reproduce
fielmente las diferencias prondsticas vinculadas al sexo, demuestra su
dependencia (al menos parcial) de hormonas sexuales, es aplicable al humano
al ser generado con células humanas y permite observar la interferencia que
las hormonas sexuales causan en la relacion tumor huésped puesto que sus
clones tumorales son independientes de hormonas sexuales. Sobre esta base
es posible pormenorizar en los mecanismos pero, en la extrapolacién de
nuestros resultados debemos también tener en cuenta sus limitaciones. Por un
lado las carencias del sistema inmune del ratdn NSG que no nos permitiran
analizar todas las perspectivas y que podran condicionar parcialmente alguna
de las hipaotesis. Por otro lado, si estamos enfatizando la importancia del sexo,
tendremos que considerar la relevancia del sexo de las células tumorales que
estamos empleando. Este ya es un fendmeno descrito en la literatura de
investigacién oncoldgica, hasta el punto que algunos autores han sugerido que
la literatura cientifica tiene sexo (Miller 2014). En nuestro caso ambas lineas,
BLM y SK-MEL-103 son células derivados de machos y nuestros resultados
tendremos que ratificarlos con lineas tumorales de hembras.

Nuestras hipotesis sugieren un papel relevante para el microambiente, si bien
es cierto que en este momento del desarrollo de la investigacion todavia no
podemos aportar los datos histoldgicos de nuestra coleccion de muestras, pero
nuestros resultados, considerando la independencia hormonal de la linea
celular, son muy sugerentes. Se abre asi un campo en el que podremos
confirmar y generar nuevas hipotesis sobre el papel protumoral de la
testosterona, que nuestros resultados respaldan. Asimismo podremos
colaborar en el entendimiento del papel oncolégico de los estrogenos, que

nosotros no hemos podido corroborar como protumoral como otros autores han
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sefalado y finalmente, potenciamos una via poco explorada y explotada, la
progesterona. Quiza por su papel en el entorno de la reproduccién no ha tenido
tanto desarrollo en oncologia pero su impacto en la mediacién de la
interrelacion tumor-huésped parece muy prometedor.

En resumen, este trabajo demuestra que las hormonas sexuales son uno de los
factores que condicionan el papel del sexo sobre el prondstico de los tumores.
Aunque el desarrollo de la primera fase de esta linea de investigacién es
prometedor y con una potencial aplicacion clinica muy significativa, aun falta
saber el mecanismo por el cual las hormonas condicionan la progresion

tumoral.
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1 El modelo de xenostransplante desarrollado con melanoma cutaneo sobre

ratones NSG reproduce las observaciones clinico-epidemiologicas descritas en
la literatura oncologica. De esta forma, nuestro modelo, se convierte en una
excelente herramienta sobre la que poder investigar los mecanismos

responsables.

2 EI crecimiento de las células de melanoma humano empleadas en nuestro

trabajo no esta condicionado por niveles fisiolégicos de hormonas sexuales.

3 La progesterona, en hembras, tiene un perfil antitumoral y es extensible a la

enfermedad metastasica sistémica.

4 La testosterona, en machos, muestra un perfil protumoral pero no parece

tener influencia sobre la enfermedad metastasica sistémica.

5 El estradiol no presenta efecto sobre el tumor en nuestro modelo de

xenotransplante con melanoma cutaneo.

6 Las hormonas sexuales, progesterona o testosterona, son factor necesario

pero no suficiente para que el efecto descrito sobre el prondstico oncoldgico se
manifieste. . La consecuencia ultima de este hecho es que el efecto observado,

pro o anti tumoral, es sexo especifico.
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