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El cancer de mama es el tipo de cancer mas comun en mujeres y la cuarta causa
de muerte de las mismas a nivel global, cuya incidencia no ha dejado de aumentar en los
ultimos afios debido a muy diversos factores: genéticos, cambios demograficos, hébitos

de vida, exposicion a radiaciones y tratamientos hormonales, entre otros.

Un caso particular de cancer de mama es el carcinoma inflamatorio mamario o
Inflammatory Breast Carcinoma (IBC). Descrito por primera vez en 1814 por Charles
Bell, es el subtipo de tumor mamario menos prevalente pero que destaca por su gran

mortalidad.

Actualmente, la definicion de IBC aceptada es la del American Joint Committee
of Cancer (AJCC), que dice asi: “es una entidad clinico-patoldgica caracterizada por un

eritema difuso y un edema del pecho, frecuentemente sin encontrarse una masa palpable”.

En la especie canina, a pesar de que se dispone de menos datos registrados sobre
la incidencia y prevalencia del cAncer de mama, se sabe que es la neoplasia més frecuente
en las hembras, suponiendo mas del 50% de los diagnosticos oncolégicos. Al igual que
en la especie humana, existen numerosos tipos de cancer de mama en perras y el mas
agresivo y con peor prondstico en la especie canina es el carcinoma inflamatorio mamario
o Inflammatory Mammary Carcinoma (IMC), que fue descrito afios mas tarde que el IBC,

en concreto en 1983 por Susaneck.

El carcinoma inflamatorio, tanto en humanos como en perros, presenta una serie
de caracteristicas clinicas que lo diferencian del resto de tumores de la glandula mamaria,
siendo su aparicion subita uni o bilateral. Ademas, en ambas especies se caracteriza por
la presencia de eritema que ocupa al menos un tercio de la mama y que tiende a crecer
hasta ocupar casi la totalidad de la misma, apareciendo también un aumento de la

temperatura del parénquima mamario acompariado de un edema que le confiere su
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aspecto caracteristico de “piel de naranja”. Tanto el IBC como el IMC destacan también
por su alto potencial linfangioinvasivo, causante de la presencia de émbolos tumorales en
los vasos linfaticos de la dermis superficial, que provocan el eritema y edema tan

caracteristicos de esta patologia.

A pesar de ser el tipo de céncer de mama con peor prondstico y menor
supervivencia de todos, gracias a la mejora de los protocolos terapéuticos basados en la
implementacion de tratamientos combinados de quimioterapia, radioterapia y cirugia,
tanto el prondstico como la supervivencia de las pacientes con IBC ha mejorado con el

paso de los afios.

Muiltiples estudios han demostrado la importancia de las hormonas esteroideas
en la génesis, desarrollo y crecimiento de tumores mamarios tanto en mujeres pre como
postmenopausicas, destacando el papel de los estrégenos. Sin embargo, el tratamiento
hormonal no esta indicado en primera instancia para tratar IBC e IMC como si esta

indicado para tratar otros tumores mamarios.

En medicina veterinaria las opciones terapéuticas son muy limitadas y desde que

la perra es diagnosticada, la supervivencia media reportada es de 1 mes.

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto de tres farmacos (Flutamida,
Letrozole y STX-64) a nivel in vitro en una linea celular de IBC (IPC-366) y otra de IMC
(SUM 149) y a nivel in vivo en ratones Balb/SCID con tumores generados con las citadas

lineas celulares mediante una técnica de xenotrasplante.

La Flutamida es un farmaco antiandrogénico no esteroideo que compite con los
andrdgenos por la union al receptor androgénico, bloqueando o inhibiendo su accién. Este
farmaco estaba indicado Unicamente para el tratamiento de neoplasias prostaticas v,

actualmente, también se utiliza en el tratamiento de algunos tumores mamarios.
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Letrozole es un inhibidor de la aromatasa de tercera generacion que inhibe de
forma selectiva y reversible la enzima aromatasa, impidiendo con ello la sintesis de
estrogenos. Actualmente es uno de los farmacos mas pautados en la terapia hormonal

adyuvante para el cancer de mama.

STX-64 es un inhibidor irreversible de la enzima sulfatasa y, por ello, impide la
sintesis de estrdégenos biolégicamente activos. Actualmente se estd investigando su
eficacia y seguridad en el tratamiento de cancer de mama metastatico y en el cancer de

mama localmente avanzado.

Los tres tratamientos se realizaron de forma sucesiva y siguieron el mismo
protocolo en el que se establecieron 4 grupos tanto para los ensayos in vivo como in vitro:
control, dosis 1, dosis 2 y dosis 3, correspondiendo los grupos “dosis” a los tratados con
cada farmaco, siendo la dosis administrada creciente seguin avanzaba la numeracion del
grupo asignado. Las lineas celulares utilizadas para estos experimentos fueron dos: IPC-
366 y SUM149, habiendo 3 flask de cada linea en cada grupo del estudio. En cuanto a los
ratones, cada grupo conto con 7 individuos hembra, todos ellos alojados en el animalario
de la seccion departamental de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad

Complutense siguiendo la normativa vigente.

Los tratamientos se administraron en 3 dias consecutivos en el medio de cultivo
en el caso de los tratamientos in vitro y cada 72 horas en el ensayo in vivo por inyeccién
subcutanea en las ratonas. Se analizd el efecto de cada uno de los tratamientos en la
multiplicacién y viabilidad celular y se cuantifico la concentracién de hormonas
esteroideas en el medio de cultivo, en el suero sanguineo de las ratonas y en

homogeneizado de tumor mediante una técnica de ELISA previamente validada.
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Adicionalmente, se estudié el impacto de los tratamientos en la progresion del tamafio de

tumor en los ratones y en su capacidad de metéstasis.

La Flutamida produjo una reduccion significativa de la proliferacion y
crecimiento de ambas lineas celulares en los ensayos in vitro y del crecimiento del tumor
en el experimento in vivo, asi como un aumento de la concentracion de andrégenos en el
medio de cultivo, suero y homogeneizado del tumor. Estos altos niveles de andrdgenos
ensueroy en el tumor pudieron ser la causa de la reduccion de la incidencia de metastasis,
también observada en el estudio, coincidiendo con los resultados publicados por otros
autores. Por esto, la terapéutica de IBC e IMC con terapias dirigidas al receptor de
androgenos, y concretamente con Flutamida, ha demostrado ser una opcién a considerar

para el tratamiento de IBC e IMC.

Letrozole demostro ser eficaz tanto en el ensayo in vivo como in vitro, generando
una reduccion significativa de la proliferacion y viabilidad celular, asi como del tamafio
tumoral e incidencia de metastasis. A nivel hormonal destaco la reduccion de la sintesis
estrogénica in vitro e in vivo y un aumento de la concentracién de SO4E1. En linea con
los resultados publicados por otros autores, esta reduccion de la sintesis estrogénica puede
explicar la observada reduccion de la viabilidad celular, tamafio celular e incidencia de
metastasis, debido a la elevada afinidad que tienen las células de los tumores mamarios
con los estrégenos. Adicionalmente, este aumento de la sintesis de SO4E1 puede ser
consecuencia de esta reduccion de la concentracidn de estrogenos, actuando esta hormona

como reservorio para una futura sintesis de estas hormonas.

Actualmente este farmaco es una opcion de primera linea en la terapéutica de

tumores mamarios no inflamatorios y estos resultados aportan evidencia para que esté
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también indicado para tratar tumores mamarios de tipo inflamatorio tanto en mujeres

COMO €en perras.

Respecto al experimento con STX-64, destacar que se observé una reduccion
significativa de la proliferacién y viabilidad celular, ademés de una ausencia total de
metastasis en los ratones tratados. A nivel hormonal, se observo una discreta reduccion
de la sintesis estrogenica y de P4, asi como una elevada concentracion de T. Esta
reduccion de la sintesis de estrogenos y la alta concentracion de T podrian explicar esta
ausencia de metastasis como consecuencia del mecanismo de accion antiproliferativo de

los andrdgenos.

Los resultados obtenidos en los distintos experimentos in vitro e in vivo,
evidencian que los tres tratamientos impactan sobre la viabilidad y multiplicacién celular,
sobre la sintesis hormonal tanto in vitro como in vivo y sobre el crecimiento tumoral y/o
metastasis de distintas maneras, siendo interesante contemplar su uso combinado para
obtener mejores resultados clinicos. Ademas, podrian ser considerados para el tratamiento
de IBC e IMC y también para los TNBC (Triple Negative Breast Cancer)..
Adicionalmente, debido a las grandes similitudes de los resultados obtenidos a nivel in
vitro como in vivo de ambas lineas celulares, se puede confirmar la utilidad del modelo

canino del IMC para investigacion del IBC.
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Breast cancer is the most common type of cancer in women and the fourth cause
of death in women globally whose the incidence is increasing in the recent years due to
many different factors: genetics, demographic changes, lifestyle habits, exposure to

radiation and hormonal treatments, among others.

A particular case of breast cancer is Inflammatory Breast Carcinoma (IBC). First
described in 1814 by Charles Bell, it is the least prevalent breast tumor subtype, but it

stands out for it’s high mortality rate.

Actually, the accepted definition of IBC is the one developed by the American
Joint Committee of Cancer (AJCC), which says: "it is a clinicopathological entity
characterized by diffuse erythema and edema of the breast, frequently without finding a

palpable mass."

In the canine species, despite the fact that there is less recorded data regarding
the incidence and prevalence of breast cancer, it is known that it is the most frequent
neoplasia in female dogs, accounting for more than 50% of oncological diagnoses. As in
the humans species, there are numerous types of breast cancer in canine species and the
most aggressive and with the worst prognosis is inflammatory carcinoma or Inflammatory
Mammary Carcinoma (IMC), which was described years later than IBC, specifically in

1983 by Susaneck.

Inflammatory carcinoma, both in humans and in dogs, has a series of clinical
characteristics that differentiates it from the rest of mammary gland tumors, being it’s
appearance sudden and unilateral or bilateral. In both species it is characterized by the
presence of erythema that occupies at least one third of the breast that tends to grow and
occupy almost the entire breast, appearing also an increase in the temperature of the

mammary parenchyma accompanied by edema that gives it its characteristic "orange
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peel" appearance. Both IBC and IMC also stand out for their high lymphangioinvasive
potential, causing the presence of tumor emboli in the lymphatic vessels of the superficial

dermis, which will generate the erythema and edema so characteristic of this pathology.

Although IBC is the type of breast cancer with the worst prognosis and lowest
survival rates of all, thanks to the improvement of therapeutic strategies based on the
implementation of combined treatments of chemotherapy, radiotherapy, surgery, both

prognosis and survival rates of the IBC patients have improved over the years.

Multiple studies have shown the importance of steroid hormones in the genesis,
development and growth of breast tumors in both pre and postmenopausal women, having
the estrogens an important paper. However, hormonal treatment is not indicated as a fistst

tratment option to treat IBC and IMC as it is indicated to treat other breast tumors.

In veterinary medicine, the therapeutic options are very limited and after the

diagnosis of the dog, the average survival-time reported is 1 month.

In this Doctoral Thesis, the effect of three drugs (Flutamide, Letrozole and STX-
64) has been studied at a in vitro level in a IBC cell line (IPC-366) and in a IMC cell line
(SUM 149) and at a in vivo level in Balb / SCID mice with tumors generated with the

cited cell lines by a xenotransplantation technique.

Flutamide is a non-steroidal antiandrogenic drug that competes with androgens
for binding to the androgen receptor, blocking or inhibiting it’s action. This drug was only
indicated for the treatment of prostate tumors and actually is being used for the treatment

of some breast tumors as well.

Letrozole is a third generation aromatase inhibitor, which selectively and

reversibly inhibits the aromatase enzyme and thereby preventing estrogen synthesis. In
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nowdays, it is one of the most commonly prescribed adjuvant hormonal therapies for

breast cancer.

STX-64 is an irreversible inhibitor of the sulfatase enzyme and therefore
prevents the synthesis of biologically active estrogens. It’s efficacy and safety in the
treatment of metastatic breast cancer and locally advanced breast cancer is currently being

investigated.

The three treatments were carried out successively and followed the same
protocol in which 4 groups were established for both in vivo and in vitro tests: control,
dose 1, dose 2 and dose 3, where the "dose"” groups corresponded to those treated with
each drug, being the administrated dose greater when the assigned number of the group
raised. There were two cell lines used for these experiments: IPC-366 and SUM149 and
3 flasks of each line in each study group. Regarding the mice, each group had 7
individuals, all of them housed in the animal facility of the Departmental Section of
Physiology of the Faculty of Veterinary Medicine of the Complutense University of

Madrid, following current regulations.

The treatments were administered on 3 consecutive days in the culture medium
in the case of the in vitro treatments and every 72 hours in the in vivo test by subcutaneous
injection in the mice. The effect of each of the treatments on cell multiplication and
viability was analyzed and the concentration of steroid hormones in the culture medium,
in the blood serum of the mice and in the tumor homogenate was quantified using a
previously validated ELISA technique. Additionally, the impact of the treatments on the

progression of tumor size in mice and their ability to metastasize was also studied.

Flutamide produced a reduction on the proliferation and growth of both cell lines

in the in vitro tests and in the tumor growth in the in vivo experiment as well as an increase
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of the concentration of androgens in the culture medium, serum and tumor homogenate.
These high levels of androgens in serum and in the tumor could be the cause of the
metastasis’s incidence reduction observed in the study, coinciding with the results
published by other authors. For this reason, the treatment of IBC and IMC with androgen
receptor targeted therapies, and specifically with Flutamide, has proven to be an option

to consider for the treatment of IBC and IMC.

Letrozole proved to be effective both in the in vivo and in vitro assay, generating
a reduction in cell’s proliferation and viability, tumor’s size and metastasis’s incidence.
At the hormonal level, an in vitro and in vivo reduction of estrogen synthesis and an
increase in the concentration of SO4E1 was observed. In line with the results published
by other authors, this reduction of the estrogen synthesis may explain the observed
reduction in cell viability, cell size and incidence of metastasis due to the high affinity
that breast tumor cells have for estrogens. Additionally, this increase in SO4E1 synthesis
may be a consequence of this reduction in the estrogen concentration as this hormone acts

as a reservoir for future estrogen synthesis.

Currently, this drug is a first-line treatment option for non-inflammatory
mammary tumors and these results provide evidence to expand it’s use to treat

inflammatory-type mammary tumors in both women and female dogs.

Regarding STX-64, a reduction of cell proliferation and viability as well as a
total absence of metastasis in the treated mice was observed. At the hormonal level, a
slight reduction in estrogens and P4 synthesis was measured, as well as a high
concentration of T. This reduction in the estrogen synthesis and the high concentration of
T could explain this absence of metastasis as a consequence of the antiproliferative

androgens’mechanism of action.
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The results obtained in the different in vitro and in vivo experiments show that
the three treatments impact on cell viability and multiplication, on the hormonal synthesis
both in vitro and in vivo and on tumor growth and / or metastasis in different ways, being
interesting to contemplate their combined use to achieve better clinical results.
Additionally, this drugs could be considered for the treatment of IBC and IMC and TNBC
(Triple Negative Breast Cancer) tumors. Also, due to the great similarities of the results
obtained at the in vitro and in vivo tests of both cell lines, the usefulness of the canine

model of IMC for IBC research can be confirmed.
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1. Introduccion general al carcinoma inflamatorio mamario humano y
canino

El cAncer de mama es una de las principales causas de muerte en mujeres a nivel
global, s6lo superado por las enfermedades cardiovasculares, nerviosas y respiratorias.
Con mas de 2 millones de casos diagnosticados en el mundo y 33.307 en Esparfia en 2019
(Informe AECC 2019), el cancer de mama es el tipo de cAncer mas comudn en mujeres,

seguido del colorrectal y el pulmonar (Informe Global Cancer Statistics, 2019).

La incidencia de esta patologia no ha dejado de aumentar en los ultimos afios
debido a muy diversos factores: genéticos, cambios demogréficos, habitos de vida,
exposicion a radiaciones y tratamientos hormonales, entre otros. Este aumento de la
incidencia también se relaciona con aumento en la realizacion de mamografias y/o
controles ginecoldgicos a nivel global, dando lugar a un aumento de diagndsticos
precoces consecuencia, entre otras, de las campafias de cribado en poblacién considerada
de riesgo (a partir de los 40-50 afios segun la region). En estos casos diagnosticados
precozmente, hay una importante mejora de la supervivencia de las pacientes y una mayor
tasa de curacién respecto a los casos que han sido diagnosticados mas tarde (Informe

Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2019).

En regiones menos desarrolladas econémicamente, ademas de un aumento de la
incidencia y prevalencia de la enfermedad, también se ha observado un aumento de la
mortalidad debido al gran numero de diagndsticos tardios o falta de acceso al tratamiento

Optimo para cada caso (Informe Global Cancer Statistics, 2019).

Un caso particular de cancer de mama es el carcinoma inflamatorio mamario o
Inflammatory Breast Cancer (IBC). Es el subtipo de tumor mamario menos prevalente
pero que destaca por su gran letalidad y su baja tasa de supervivencia cuando lo

comparamos con tumores no-IBC. Ademas, este particular subtipo de cancer de mama
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supone menos del 5% de todos los casos diagnosticados, suponiendo un 7% de todas las
muertes por cancer de mama en Estados Unidos (Anderson et al., 2005; Hance et al.,
2005; Menta et al., 2018). Se ha estimado que el tiempo medio de supervivencia de las

pacientes con IBC es de 2,9 a 3,8 afios (Pan et al., 2019).

Esta alta mortalidad es consecuencia principalmente de la malignidad del tumor
pero también al retraso en su diagnostico y a un tratamiento subdptimo del mismo. En
muchos casos, el tratamiento administrado es semejante a un tumor no-1BC en estadio
avanzado, a pesar de ser una entidad patolégica muy distinta y con unos requerimientos

terapéuticos poco conocidos hasta el momento (Dawood et al., 2011).

El IBC fue descrito por primera vez en 1814 por Charles Bell y fue denominado
a lo largo del tiempo de multiples maneras: sindrome de Von Volkmann o Wokmann en
mujeres embarazadas, cancer de lactancia, carcinoma mastitoide, mastitis carcinomatosa,
carcinoma mamario agudo, carcinomatosis mamaria aguda, cancer musculoso agudo,
carcinoma escirroso agudo y carcinoma medular agudo, hasta que en 1924, finalmente,
fue denominado “Carcinoma inflamatorio de mama” por Lee y Tannenbaurn (Anderson

et al., 2005).

En 1938 se establecieron los términos “IBC primario” e “IBC verdadero” para
distinguirlo del “IBC secundario”, este Ultimo caracteristico de mamas con tumores
localmente avanzados o recurrentes, que han sufrido cambios secundarios en la mama,
presentando inflamacion, edema y/o eritema (Yamauchi et al., 2012). A dia de hoy, esta
clasificacion ha variado ligeramente y ahora se distinguen dos presentaciones clinicas del
IBC: primaria y secundaria, correspondiendo la primera con un desarrollo “de-novo” en
la glandula mamaria, mientras que la segunda se corresponde con cambios inflamatorios

en una mama con patologia tumoral previa (Robertson et al., 2010). De la misma manera,
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en la especie canina, debido al paralelismo fisiopatoldgico y clinico, la clasificacion

clinica de la enfermedad es la misma (Pérez Alenza et al., 2001).

Actualmente, a nivel global, la definicion aceptada es la del American Joint
Committee of Cancer (AJCC) de 1978, que contempla el IBC como “una entidad clinico-
patoldgica caracterizada por un eritema difuso y un edema de la glandula mamaria,

frecuentemente sin encontrarse una masa palpable”.

En la especie canina, a pesar de que se dispone de menos datos registrados sobre
la situacion actual del cancer mamario, se sabe que es la neoplasia mas frecuente en las
hembras, suponiendo mas del 50% de los diagnésticos oncologicos (Moe et al., 2001;

Salas et al., 2015).

Al igual que en la especie humana, existen numerosos tipos de cancer mamario
en perras, siendo el mas agresivo y con peor prondstico el carcinoma inflamatorio

mamario canino o Inflammatory Mammary Cancer (IMC).

El IMC fue descrito posteriormente al IBC, en concreto en 1983 por Susaneck y
colaboradores. La mayor parte de la evidencia cientifica sobre esta entidad ha sido
generada en los Gltimos 20 afios con sucesivos trabajos de investigacion como los de
Pérez-Alenza y colaboradores (2001) y Pefia y colaboradores (2003a), que describieron
las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y patoldgicas de este tipo de cancer. Otros
trabajos también han aportado informacion en este area, en concreto en lo relativo a
diferencias de expresion génica entre tumores IMC y no-IMC (Millanta et al., 2010;
Raposo et al., 2016) o la capacidad de sintesis hormonal del propio tejido tumoral (lllera

et al., 2015).

La ultima definicion validada del IMC lo define como “una entidad patologica

caracterizada por un curso clinico fulminante de presentacion repentina con edema,
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eritema y calor de las glandulas mamarias con o sin nddulos” y, ademas, como
caracteristica histopatolégica diferenciadora, destaca su capacidad invasiva de vasos
linfaticos de la dermis por émbolos neoplésicos (Goldschmidt et al., 2011).
Recientemente, Chocteau y colaboradores (2019) han propuesto la creacion de una
clasificacion histolégica en carcinomas mamarios en hembras de la especie canina y
felina, definiendo 5 estadios (O, I, I, I11A y 11IB) dependiendo de las caracteristicas del

tumor y del contexto clinico del paciente.

1.1.Epidemiologia de IBC e IMC

A diferencia de otros tumores, los datos epidemioldgicos que se disponen tanto
del IBC como del IMC son limitados, como consecuencia de su baja incidencia y la falta
de conocimiento de esta entidad clinica, generando diagndsticos incorrectos y/o tardios y
haciendo que la transmision de la informacion epidemiologica desde los centros sanitarios
a las instituciones sanitarias competentes sea incompleta e, incluso, en ocasiones
incorrecta (Dawood et al., 2011). Por este motivo, el volumen de datos de los que se

dispone es notablemente menor que de otros canceres mamarios.

La prevalencia del IBC oscila entre el 1% y el 5% de todos los tumores mamarios
diagnosticados y supone un 7 % de las muertes por cancer de mama (Menta et al., 2018),
afectando, como hemos sefialado previamente, mas a mujeres jovenes que de edad
avanzada (Pan et al., 2019). A pesar de que la incidencia en general es baja, hay regiones
en las ésta es notablemente alta en comparacion con otras. Este es el caso de algunos
paises del norte de Africa, destacando especialmente Marruecos, Argelia, T(nez y Egipto,
en donde la incidencia de IBC es superior a la de la media global, encontrandose entre el
6% y el 15% segun el pais (Dawood et al.,2011). En Estados Unidos, la incidencia se ha
mantenido estable en los Gltimos afios aunque se observan grandes diferencias entre las

pacientes que lo sufren, habiendo una clara predisposicion racial a padecer esta patologia
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y destacando una mayor incidencia en la comunidad afroamericana (Dawood et al., 2011,

Global Cancer Statistics 2019).

En 2004 Wingo y colaboradores observaron que en una poblacion de 3.626
mujeres diagnosticadas de IBC entre 1994 y 1998, la incidencia media de IBC fue de 1,3
por 100.000 para todas las etnias y de 1,6 para la poblacion afroamericana presente en el
estudio. Estos resultados son semejantes a los que comunicaron Goldner y colaboradores
en 2014 (Figura 1) en un estudio realizado con pacientes de Estados Unidos, en las cuales
la tasa de incidencia de IBC fue significativamente mas alta entre las mujeres
afroamericanas (3,1 por 100.000 mujeres/afio) que entre las caucésicas (2,2 por 100.000
mujeres/afo). Por el contrario, es interesante sefialar que también observaron que las
mujeres asiaticas e islefias del Pacifico, presentaron la tasa de incidencia mas baja (0,7

por 100.000).

Incidences per
100,000 women
5

== Black === Native American
White Asian

(3]

I I TR I T N
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Year

Figura 1. Incidencia de IBC por etnia. Goldner et al., 2014.

Ademas de la raza, el IBC presenta diferencias respecto a los tumores no-1BC
en lo que se refiere a la edad de las pacientes en el momento del diagndstico y en el

estado hormonal de las mujeres. Generalmente, el riesgo de padecer cancer de mama

44



aumenta significativamente con la edad y con la llegada de la menopausia salvo en el
caso del IBC, que afecta especialmente a mujeres mas jovenes tanto premenopausicas
como menopausicas (Robertson et al., 2010). La edad media de las mujeres con cancer
de mama es de 62 afios mientras que la de las pacientes con IBC es de 51,6 afios. Dentro
de las mujeres con IBC, la etnia con una menor edad de aparicion es la afroamericana

con una edad promedio de 50,3 afios (Fouad et al., 2018).

Adicionalmente a lo anterior, se han establecido otros factores de riesgo de
importancia para IBC, como es el caso de ciertos parametros reproductivos y la obesidad.
Se ha observado que las mujeres que tuvieron una menarquia temprana, fueron madres
jévenes u ofrecieron a sus hijos una lactancia materna mayor a 24 meses, tienen un mayor
riesgo de ser diagnosticadas con IBC (Fouad et al., 2018). Parad6jicamente, para los casos
de céancer de mama no inflamatorio, los factores de riesgo citados anteriormente resultan
ser protectores para la mujer, disminuyendo el riesgo a padecer la enfermedad (Sun et al.,

2017).

Fouad y colaboradores (2018) afirmaron en un estudio realizado recientemente
que existe una relacién entre la edad del primer embarazo y nimero de gestaciones con
el riesgo de padecer IBC, observandose, ademés, diferencias raciales en el proceso
fisiopatolégico por el que este fenémeno sucede (Figura 2). Asi mismo, describen que en
la poblacion afroamericana el periodo entre la edad de la menarquia y la edad del primer
embarazo, unido a una falta de lactancia materna, crea un microambiente favorable para
desarrollar cancer de mama. Durante el embarazo, la remodelacion mamaria genera un
aumento en la multiplicacion de las células del parénquima mamario y con ello, la
aparicion de mediadores pro y antiinflamatorios, que descienden después del fin de la

lactancia. Sin embargo, la falta de lactancia materna conduce a la acumulacion de los

45



mismos, generando un microambiente proinflamatorio y de estrés oxidativo, que genera
dafos en el ADN. Si esto se sucede en repetidos embarazos, estos dafios en el material
genético se acumulan, creando un ambiente favorable para la carcinogénesis (Fouad et

al., 2018).

El escenario es diferente para las mujeres de etnia caucésica, para quienes la
edad promedio al primer parto es mas avanzada y el nimero medio de embarazos es
menor. Este mayor periodo entre la edad de la menarquia y la edad en el primer parto
provoca un envejecimiento del tejido mamario favorable también para desarrollar una
patologia mamaria maligna. La proliferacion celular generada por la estimulacion
hormonal en un tejido mamario envejecido también puede favorecer la carcinogénesis
(Fouad et al., 2018).

Reproductive factors among AA and Caucasians
Age at 1%t Birth, Childbearing duration and Number of Pregnancies

v v

African Americans Caucasians

Lack of breastfeeding Longer period between
Short childbearing period Menarche and 1% birth

Pregnancy Breast tissue aging
Breast remodeling Accumulation of molecular damage
Increase in mammary progenitor cells, due to high susceptibility to carcinogens
Pro- & anti-inflammatory mediators \ *

Short No
period breastfeeding Pregnancy
\ Accumulation of pro-inflammatory / *

Microenvironment >DNA damage

Hormonallv induced Hormenally induced
- N Y . cell proliferation & clonal expansion
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' \

Tumorigenesis Tumorigenesis

Figura. 2. Factores reproductivos que favorecen carcinogénesis en mujeres afroamericanas y

caucasicas (Fouad et al., 2018).

En lo que se refiere al sobrepeso y la obesidad, se ha observado que el riesgo de

padecer cancer de mama en general, y de IBC en particular, aumenta debido a que se
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favorece la expresion de la enzima aromatasa, implicada en el desarrollo de esta clase de
tumores, ya que participa en la sintesis de estrogenos. Por ello, el riesgo de parecer IBC

es 2,45 veces mayor cuando la mujer es obesa (Bulum et al., 2005)

Aunque sigue siendo el cancer de mama con peor prondstico y menor
supervivencia, se ha producido un notable aumento de la supervivencia gracias a un mejor
disefio del protocolo terapéutico para esta entidad, basado en la implementacion de
tratamientos combinados de quimioterapia, radioterapia y cirugia (Dawood et al., 2014).
En 2005 se estimé que la supervivencia media de las pacientes con IBC era de 2,9 afios,
muy por debajo de los 6,4 afios de las pacientes con cancer de mama localmente avanzado
(Hance et al., 2005). Estos datos coinciden con los publicados recientemente por Pan y
colaboradores en 2019, que afirmaron que los pacientes con IBC presentan una tasa de
supervivencia media de 2,9 a 3,8 afios. Adicionalmente, Anderson y colaboradores ya
sefialaron en 2005 esta tendencia al alza en la supervivencia, pero remarcaron que existen
diferencias segun las caracteristicas moleculares del tumor, siendo mayor la mortalidad
en pacientes con IBC negativo al RE (receptor de estrogenos). Estos resultados coinciden
con los publicados recientemente por otros autores que afirman que dentro del IBC, los
pacientes con mayor supervivencia a 5 afios son los que presentan tumores positivos a
receptores hormonales y HER-2 (receptor 2 del factor de crecimiento endotelial humano
0 Human Epidermal gowth factor Receptor — type 2) mientras que los que menor
supervivencia presentan son los que tienen tumores negativos a receptores hormonales y

HER-2 (van Uden et al., 2019; Wang et al., 2020).

En la especie canina, el IMC es un tipo de cancer poco frecuente de mayor
prevalencia que en el caso del IBC. En un estudio publicado recientemente, se afirma que

mas del 40% de los tumores en perras son tumores mamarios y de ellos, entre el 30 y 50%
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son malignos (Marconato et al., 2019). Las tasas de incidencia anual reportadas oscilan

entre 145y 250 casos por cada 100.000 perras/afio (Vascellari et al., 2016).

Ademas, se estima que un 7,6% del total de los tumores de mama diagnosticados
en perras se corresponden con IMC sin observarse diferencias entre razas (Pérez Alenza
et al., 2001). Al igual que en la especie humana, se ha observado que la incidencia ha

aumentado en las Gltimas décadas (Pefia et al., 2003a).

A diferencia de la especie humana, en la que se ha observado que el IBC aparece
a edades mas tempranas que otros canceres mamarios, en la especie canina el IMC
aparece mas tarde que otros tumores mamarios caninos, concretamente, 11,4 afios frente

9,9 afios (Pérez Alenza et al., 2001).

En lo que se refiere a la supervivencia, el IMC cuenta con una tasa de
supervivencia media de entre 35y 57 dias, en funcidon de si el animal recibe un tratamiento
quimioterapico o paliativo, respectivamente (Clemente et al., 2009). Algunos
tratamientos han conseguido aumentar la supervivencia de los perros con IMC a 183 dias
tratando con piroxicam, un antiinflamatorio no esteroideo que inhibe la actividad de las

ciclooxigenasas COX-1y COX-2 (De M. Sousa et al., 2009).

1.2.Caracteristicas clinicas de IBC e IMC

El carcinoma inflamatorio, tanto en la especie humana como canina, presenta
una serie de caracteristicas clinicas que lo diferencian del resto de tumores de la glandula
mamaria: de aparicion subita uni o bilateral, en ambas especies se caracteriza por la
presencia de eritemay edema (Figura 3. A 'y B) que ocupa al menos un tercio de la mama,
y que tiende a crecer hasta ocupar casi la totalidad de la misma, habiendo ademas un
edema que le confiere un aspecto caracteristico de “piel de naranja” (Figura 3. C)

(Yamauchi et al., 2011; Reich et al., 2016) y un aumento de la temperatura del parénquima
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mamario, evidente a la exploracion fisica o por termografia (Figura 3.D) (Kosiis et al.,
2010). Este cuadro se agrava con el paso de las semanas, haciendo que el pecho se inflame
hasta duplicar o triplicar su tamafio original y su consistencia cambie, sufriendo un

endurecimiento generalizado y una pérdida de su forma original (Yamauchi et al., 2011).

Figura 3. A: Presentacion aguda unilateral con eritema y leve inflamacion. (Yamauchi et al.,
2012); B: IBC subagudo con eritema extenso, endurecimiento del parénquima y edema (Reich et
al., 2016); C: Mama con IBC con la clasica imagen de piel de naranja (Fuente:

www.radiopaedia.org); D: Termografia de una mama con IBC (Kosiis et al., 2010).

Algunos autores sugieren que puede haber tres subtipos de IBC teniendo en

cuenta tanto sus caracteristicas clinicas como patolégicas (Anderson et al., 2005).

e [BC “clinico”: caracterizado por inflamacion clinica sin obstruccion

patoldgica de los vasos linfaticos dérmicos.
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o IBC “patoldgico”: en el que destaca el taponamiento patologico de los vasos
linfaticos dérmicos.
e [BC “clinico-patoldgico’: se caracteriza por presentar inflamacion clinica 'y

afectacion patologica de los vasos linfaticos dérmicos.

La presencia de afectacion ganglionar es un aspecto fundamental para clasificar
la enfermedad del paciente y emitir un pronostico. En el caso del IBC, entre el 55% y el
85% de las pacientes presentan metastasis en el momento del diagnéstico, siendo esto un
predictor de la mala evolucion clinica que va a experimentar (Robertson et al., 2010). Los
organos diana de estas metastasis son los huesos, cerebro, pulmon e higado, observandose
diferencias entre los distintos tipos de IBC segln su expresion de receptores hormonales

(Uden et al., 2019).

En el caso del IMC, el cuadro clinico es comparable al de la especie humana,
observandose de forma aguda, edema, eritema (Figura 4. A), aumento de la temperatura
local en la region de las mamas y dolor (Susaneck et al., 1983; Pérez Alenza et al., 2001).
Debido a la anatomia de la perra, es comdn que el IMC afecte a varias mamas contiguas,
e incluso invada la region inguinal y/o axilar (Figura 4. B), afectando a los linfonodos
regionales, asi como a las extremidades del animal, infiltrandose en el tejido muscular y

adiposo en la mayoria de los casos (Pérez Alenza et al., 2001).

Figura 4. A: Multiples mamas afectadas de IMC con invasion de la region inguinal. (Clemente et
al., 2010a). B: Multiples mamas afectadas de IMC con evidente inflamacién, edema y eritema

(www.cliniciansbrief.com, Autor: Schaer, 2006).
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En cuanto a la aparicion de metastasis en IMC, en muchos casos el 6rgano diana donde
aparecen nodulos secundarios es el pulmén (Pérez Alenza et al., 2001). No obstante,
estudios mas recientes sefialan que las perras con IMC metastatizan a vejiga y tracto
reproductivo y, en menor medida que en los tumores no-IMC, en pulmon, higado y rifion

(Clemente et al., 2010a).

1.3.Caracteristicas histopatoldgicas de IBC e IMC

El IBC no se considera un subtipo histoldgico especifico de carcinoma de mama
y no existen criterios diagnosticos patologicos especiales para identificarlo. Las pacientes
con IBC presentan con mayor frecuencia tumores ductales con altos grados histologicos;

y por ello, en muchos casos, no hay una masa tumoral definida (Yamauchi et al., 2012).

Tanto el IBC como el IMC, presentan una caracteristica histopatoldgica que hace
que este tumor sea una entidad clinica Unica: su alto potencial linfangioinvasivo, causante
de la presencia de émbolos tumorales (Figura 5. B) en los vasos linfaticos de la dermis
superficial, que van a dar lugar al eritema y al edema (Figura 5.A) tan caracteristicos de
esta patologia (Pérez Alenza et al., 2001; Pefia et al., 2003a, Robertson et al., 2010;

Marconato et al., 2019).

Figura 5. A: Presentacion aguda de IMC multifocal con eritema. B: Embolos tumorales en

conductos linfaticos (Marconato et al.,2019).

51



En el caso de los tumores mamarios caninos, Chocteau y colaboradores (2019)
propusieron la creacion de una clasificacion histologica a partir de un estudio realizado
en 433 perras diagnosticadas de carcinoma mamario canino, con un seguimiento clinico
medio de 2 afios. Definieron 5 estadios (0, I, I1, I11A 'y 111B) dependiendo de la invasividad
del tumor, su tamafio, la presencia o ausencia de invasion linfovascular y de la presencia
0 ausencia de linfonodos afectados. Esta nueva clasificacion complementa y actualiza la
primera clasificacion histoldgica de los tumores mamarios caninos, publicada por Elston

y Ellis en 1991.

En el IBC las células que forman estos émbolos tumorales se caracterizan por
presentar un alto grado nuclear y de fenotipo ductal (Robertson et al., 2010). En cuanto a
las células que forman parte del propio parénquima tumoral, son pleomérficas y es comin
encontrar mitosis atipicas (Kleer et al., 2000), junto con un elevado indice mitético (Pefia

et al., 2003a).

A comienzos del siglo XX se describio que el crecimiento tumoral puede estar
acompariado de la formacion de nuevos vasos sanguineos en un proceso conocido como
angiogenesis (lIde et al., 1939). Se postulé que los tumores podrian producir una
"sustancia estimuladora del crecimiento de los vasos", identificada posteriormente como
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Durante las siguientes décadas, varios
estudios confirmaron la existencia de "un efecto vasoproliferativo™ de las neoplasias
malignas y que la neovascularizacion era necesaria para el crecimiento tumoral, pero no
fue hasta 1999 cuando se describid este nuevo mecanismo de angiogénesis tumoral por
Maniotis y colaboradores en pacientes con melanoma, que denominaron mimetismo

vascular (VM o vasculogenic mimicry).
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El VM es una caracteristica importante de tumores agresivos y de gran
plasticidad fenotipica (Robertson et al., 2010) siendo més comun encontrarlos, por
ejemplo, en IBC e IMC que en otros tumores mamarios. (Shirakawa et al., 2002; Pefia et

al., 2003a; Clemente et al., 2010b).

En 2017, Céceres y colaboradores observaron en dos lineas celulares de
carcinoma inflamatorio (concretamente IPC-366 y SUM149), la presencia de VM.
Recientemente, ha sido publicado el que, probablemente, sea el primer estudio
comparativo de la ultraestructura de lineas de células de carcinoma inflamatorio humano
y canino en condiciones adherentes (2D) (Figura 6. Ay B) y no adherentes (3D) (Figura
6. Cy D). Este estudio reveld por primera vez la diferenciacién morfoldgica de las células
de IBC e IMC de tipo epitelial a células de tipo endotelial, confirmando ademas que en

ambas lineas se producia el fendmeno de VM (Barreno et al., 2019).

Figura 6. A: Imagen de microscopia electronica de transmision a x4000 de IPC-366; B: Imagen
de microscopia electronica de transmision a x4000 de SUM149; C: Imagen de microscopia
electrdnica de barrido de IPC-366; D: Imagen de microscopia electrénica de barrido de SUM149

(Fuente de las imagenes: Barreno et al., 2019).

1.4.Diagnostico y pronostico de IBC e IMC

El cancer de mama es un serio problema para la salud publica mundial debido a
su creciente incidencia y prevalencia en mujeres tanto pre como postmenopausicas

(Anderson et al., 2005, Costa et al., 2017; Fouad et al., 2018).
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Se conoce que hay una relacion directa y positiva entre diagnostico temprano de
cancer de mama y un pronéstico positivo de las pacientes, incluso cuando éste es
identificado en fases avanzadas, hecho que refuerza la necesidad de disefiar un protocolo
adaptado a la realidad y capacidad de cada hospital con el objetivo de desarrollar un
diagndstico final y certero lo antes posible. Esta clase de protocolos se encuentran ya
optimizados en el diagndstico del cancer de mama en general, pero cuando se trata de
IBC o variantes agresivas de otros tumores mamarios, queda mucho por hacer (Mego et
al., 2015). Un dato alarmante es que en el 40% de los casos de IBC, en el momento del
diagndstico, la enfermedad se encuentra en estadio 1V y la mayoria de los restantes en
estadio I11, habiendo ademé&s una gran incidencia de micrometastasis, lo que agrava el
cuadro (Uden et al., 2019). Por ello, ante la sospecha de un IBC, ha de agilizarse lo
maximo posible el proceso asistencial para obtener un diagndstico final certero (Mego et
al., 2015), como se ilustra en el protocolo esquematizado (Figura 7) propuesto por

Yamauchi y colaboradores (2012).

Breast Erythema/Edema

Medical History
Duration of symptoms? Risk factors for breast cancer?
Any risk for infection?

Physical Examination
Breast mass? Palpable lymph nodes? Photo to document current condition of breast.

Ultrasonography (US) and Mammography (MMG) €
(mammography may not be indicated if patient <30 years old)

IBC Suspected \ Suspicious Abscess |
v

I Breast MRI (if US and MMG unable to detect breast parenchyma lesion) I [ Drainage ]

Diagnosis and storage
for translational research

}—I Biopsy of suspicious area of breast and skin |

Negative for cancer |

I Antibiotics trial ]

Positive for cancer

Work-up for distant metastasis: CT, —=
bone scan, and/or PET/CT I Follow-up within 2 weeks ]

1 1
I Treatment for IBC I No resolution ]0-

Figura 7: Protocolo diagnostico para un paciente con sospecha de IBC (Yamauchi et al., 2012).
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Después de un andlisis de la historia clinica y anamnesis, ha de realizarse un
detallado examen del estado fisico general de la paciente, de la mama afectada y de la
contralateral. En casos de IBC, generalmente se observan cambios cutaneos (como ya se
ha sefialado anteriormente, es comdn observar eritema, edema y piel de naranja en al
menos un tercio de la mama) y no serd hasta después de 3-6 meses del inicio de los
primeros sintomas cuando se empiecen a notar cambios a nivel del parénquima mamario,
siendo ésta una importante caracteristica que lo diferencia de los carcinomas no
inflamatorios (Dawood et al., 2011). En casos méas avanzados, se podran observar
alteraciones cutaneas en la mama contralateral, extremidades superiores y cuello

(Yamauchi et al., 2012).

Los signos y sintomas clinicos, a veces confusos y poco especificos, hacen que
en ocasiones IBC e IMC se diagnostiquen erroneamente como una infeccion bacteriana,
mastitis, absceso de mama, metéstasis de otro cancer, dermatitis post-radiacion o incluso

edema de mama por insuficiencia cardiaca congestiva (Yamauchi et al., 2012).

Para el diagnostico y el analisis del alcance de esta patologia es necesario recurrir
a técnicas de diagnostico por imagen, existiendo para este escenario distintas técnicas

Utiles:

e Mamografia: util para visualizar microcalcificaciones, distorsion de la arquitectura
del parénquima, engrosamiento trabecular y engrosamiento generalizado de la
pared. No obstante, no se suele utilizar en IBC por el dolor que genera la
compresion del pecho durante el examen y la pérdida de calidad de imagen que se
obtiene debido al edema clasico de este tipo de tumor. Sin embargo, se considera
atil para analizar la mama contralateral si no se encuentra, a priori, afectada

(Yamauchi et al., 2012).
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Ecografia: es capaz de detectar masas sélidas, pero también cambios
patognomonicos del IBC en el parénquima mamario (dilatacion de condutos
linfaticos), asi como engrosamiento de la piel, debido al clasico edema de esta
entidad, con una sensibilidad de entre el 92 y 96% (Abeywardhana et al., 2016).
Resonancia magnética estandar (RMN) (Figura 8.A) o con imagen molecular de la
mama (Molecular Breast Imaging o MBI) que presenta una sensibilidad mayor en
el diagndstico de tumores mamarios invasivos, como es el caso del IBC (Ueno et
al., 2018; Menta et al., 2018). Esta modalidad de resonancia aporta informacion
adicional relacionada con los cambios cutdneos o con émbolos tumorales, que no
aportan ni la mamografia ni la ecografia.

PET/TAC (Figura 8.B): esta técnica ha demostrado ser superior al tradicional TAC
para definir el estadio de la enfermedad y controlar la respuesta al tratamiento,

especialmente en tumores IBC, pudiendo realizar no sélo un diagnostico sino

también un prondstico mucho mas preciso (Menta et al., 2018).

Figura 8. A Resonancia magnética de mama con IBC: se observan lesiones multicéntricas con

un marcado engrosamiento de la piel (flechas). B. PET/TAC de un caso de IBC: se visualiza un

tejido con lesiones multicéntricas hipermetabélicas (Menta et al., 2018).

Toda la informacidn generada, tanto en estudios clinicos como por la practica

clinica diaria, apoya el tratamiento multimodal de IBC e IMC como el camino para

mejorar el mal prondstico de unas pacientes diagnosticadas con este complejo subtipo de

cancer de mama (Dawood et al., 2014).
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Antes de la era de la quimioterapia, las pacientes con IBC eran tratadas con
cirugia y/o radioterapia, siendo la supervivencia a 5 afios del 5% (Dawood et al., 2014).
Hoy en dia, el consenso general es que las pacientes con IBC sin evidencia de metastasis
a distancia en el momento del diagnostico, deben recibir quimioterapia sistémica
(neoadyuvante) seguida de cirugia con o sin radioterapia, segun el caso. Ademas, en
aquellas pacientes con tumores con receptores hormonales positivos, se pauta la terapia
hormonal coadyuvante, que ha demostrado ser eficaz y mejorar la supervivencia (Weibe

et al., 2000; Yamauchi et al., 2012).

1.5.Clasificacion molecular del cancer de mama

El cancer de mama no se considera una entidad clinica Unica, sino que engloba
un conjunto de subtipos de tumores que vienen definidos por diversas caracteristicas
genéticas e inmunohistoquimicas propias (Phipps et al., 2008 y 2011), que dan lugar a
diferentes formas de la enfermedad y diferentes respuestas a las terapias sistémicas y

locales (Nguyen et al., 2008; Wang et al., 2020).

Actualmente, el cancer de mama se clasifica teniendo en cuenta la presencia o
ausencia de expresion del RE, receptor de progesterona (RP) y HER-2 (Robertson et al.,
2010). De esta forma, encontramos 4 tipos distintos de tumores mamarios (Holliday y

Speirs, 2011), cuyas caracteristicas principales se resumen a continuacion en la Tabla 1:

Clasificacién Expresidon de receptores Otras caracteristicas
Luminal A RE+ , RP+/—, HER-2 - Ki67 |
Luminal B RE+ , RP+/-, HER-2 + Ki67 1
Basal RE- , RP-, HER-2 - Ki67 1, EGFR+, CK5/6 +
HER-2 RE- , RP-, HER-2 + Ki67 1

Tabla 1. Clasificacion molecular de los tumores mamarios segln la expresion de receptores

hormonales y otras caracteristicas.
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Ademés de los receptores anteriormente citados, hay factores que son de
importancia en la caracterizacion del cancer de mama: indice de proliferacion celular
(Ki67), expresion de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR o epidermal
growth factor receptor) o citoqueratinas (CK) (Hammond et al., 2011, Holliday y Speirs,

2011).

La expresion de los distintos receptores hormonales en cada tumor va a ser
determinante para su patogenicidad ya que va a definir su comportamiento a nivel celular,
su agresividad, el prondstico en la paciente y las opciones terapéuticas del mismo (Dai et
al., 2017) (Figura 9).

Better Worse
Prognosis Tumor Subtypes Prognosis

<j lumlnalAI Luminal B | HER2+ I Triple negative
| ) S

e
Basal | Claudintow | mec | = |

< Luminal  Lumina-HER2+  ER-negative-HER2+  Basal ‘>

Less Cell Line Subtypes More
Aggressive Aggressive

Figura 9. Esquema que resume la agresividad de los distintos subtipos tumorales y su prondstico

segun la expresion de los receptores hormonales (Dai et al., 2017).

Segun un estudio publicado recientemente, la supervivencia de los pacientes
depende de forma importante de la expresién de los receptores hormonales, siendo el
cancer de mama triple negativo el que peor supervivencia presenta (Wang et al., 2020).
Estos resultados coinciden con los publicados en un interesante estudio realizado por
Uden y colaboradores (2019) en el que se analiz6 la supervivencia de 744 pacientes con
IBC a 5 afios con distintas expresiones de receptores hormonales y HER-2 (Figura 10),
observandose claras diferencias segin la presencia o ausencia de estos receptores,

teniendo un peor pronostico los casos de IBC triple negativos.
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Figura 10. Curva Kaplan- Meier de supervivencia de pacientes con IBC estadio 1V segun su

expresion de receptores hormonales y HER-2 (Uden et al., 2019).

Diversos autores afirman que el IBC puede presentarse como cualquier subtipo
de tumores mamarios, sin embargo, la gran mayoria se engloban en el subtipo basal

(Robertson et al., 2010, Zhou et al., 2014).

Gracias a esta clasificacion, se han mejorado las indicaciones de cada tipo de
tratamiento sistémico. Asi, el subtipo “Luminal A” y “Luminal B" generalmente solo
requieren terapia endocrina. Por su parte, la quimioterapia se considera indicada para la

mayoria de los pacientes con subtipo “HER2” 0 “Basal” (Goldschmidt et al., 2011).

Adicionalmente a lo anterior, los valores y variaciones del indice de proliferacion
0 Ki-67, pueden orientar sobre el prondstico de la paciente y asi, por ejemplo, se ha
demostrado que las pacientes con un Ki-67 alto al inicio, pueden responder bien a la
quimioterapia y reducir significativamente el indice de proliferacion, haciendo que su
prondstico sea méas favorable que en aquellos casos en los que no se producen grandes

cambios a nivel de este indice (Dowset et al., 2005).
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Es importante sefialar que la expresion de Ki-67 es clave en la distincion entre
los subtipos "Luminal A" y "Luminal B" (Hammond et al., 2011). De todos estos
subtipos, los de mayor incidencia son los de subtipo Luminal A seguido del Basal y

Luminal B, siendo el subtipo Basal el que tiene el peor prondstico (Gama et al., 2008).

En lo que respecta al IMC, hasta el momento no ha habido consenso respecto a
su clasificacién molecular, debido a la disparidad de resultados en diversos estudios (Im
et al., 2014). No obstante, si que se ha analizado la expresion de receptores hormonales

(Pefia et al., 2003b; Illera et al., 2006; De Andrés et al., 2016).

En medicina veterinaria, algunos estudios han demostrado que la expresion de uno
0 ambos receptores hormonales era mas frecuente en tumores benignos y, en general, su
expresion estaba relacionada con un pronostico mas favorable (Nieto et al., 2000;

Millanta 2005; Maineti et al., 2014).

Ademaés de la importancia de los receptores hormonales y HER-2, varios estudios
han sefialado el importante papel de EGFR, perteneciente a la familia de los receptores
de tirosina quinasa transmembrana. La alta expresion de EGFR se asocia con un gran
tamafio tumoral, necrosis tumoral, alto indice mitdtico, alto grado histolégico de
malignidad tumoral y un estado clinico deficiente del paciente afectado (Pefia et al.,
2003a; Clemente et al., 2010a; Carvalho et al., 2013).

1.6. Produccién de hormonas esteroides en el cancer de mama y sus

receptores.

La glandula mamaria es un tejido hormonalmente sensible que se desarrolla
después del nacimiento y es capaz de experimentar ciclos secuenciales de desarrollo a
través de embarazo, lactancia e involucion gracias a la accion de las hormonas esteroides

(Obr et al., 2012). Tanto las glandulas mamarias sanas como las patoldgicas, son

60



consideradas por algunos autores como un tejido endocrino debido a su capacidad de
sintesis de estrogenos y androgenos, de vital relevancia en el crecimiento y progresion
tumoral, debido a su interaccion con receptores especificos presentes en la superficie de
las células del parénquima mamario (Finlay-Schulz et al.,2015). Ademas, algunos autores
han sefialado que, tanto los tumores mamarios humanos como los caninos, presentan una
alta concentracion de hormonas esteroides que podrian corresponder a una sintesis
hormonal local (Pefia et al., 2003b; McNamara et al., 2015). Histol6gicamente, esta
sintesis hormonal puede observarse gracias a la presencia de abundantes gotas lipidicas
en el citoplasma de las células tumorales del IMC. Dentro de la sintesis de hormonas por
parte del tumor, se ha sefialado que la produccion de estrogenos podria provocar la

agresividad caracteristica del IMC (Pefia et al., 2003b; Sdnchez-Archidona et al., 2007).

El colesterol es el precursor de todos los esteroides enddgenos, que son
sintetizados gracias a la activacion de la cascada esteroidogénica (Figura 11), que se inicia
con la conversion del colesterol en pregnolona (P5) en un proceso catalizado por la
enzima P450scc (ahora llamada CYP11A1) (Kristensen and Borrensen-Dale et al., 2000).
Se ha observado que, tanto en IBC como en IMC, esta enzima se encuentra sobre-

expresada (Kristensen and Borrensen-Dale et al., 2000; Pefia et al., 2003b).

COLESTEROL a,‘_as'd DHEA-S

CYP17 o
(17, 20 desmolasa) 5\@."“53

20
Pregnenolona e b 2 170H-Pregnenolona G 2 50\*0“

3B-HSD2 | 3B-HSD2 | 17B-HSD3
CYP17 CYP17

Progesterona L g 170+-Progesterona Lo g

S0 reductasa

Estradiol

Figura 11. Cascada esteroidogénica (Fuente: elaboracion propia)
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En la glandula adrenal y en el ovario, la hormona P5 puede dar lugar a la sintesis
de progesterona (P4) y de dehidroepiandrosterona (DHEA) por dos vias distintas
encaminadas a generar la sintesis de estrégenos, como el sulfato de estrona (SO4E1) y el
17B-estradiol (E2), y de andrégenos, como la 5alfa-dihidrotestosterona (DHT) y la

testosterona (T) (Labrie et al., 2003; McNamara y Sasano et al., 2015).

En el cdncer mamario humano, se ha propuesto que la via de la DHEA es la
precursora principal para la produccién de androgenos y estrogenos (Labrie et al., 2003;

McNamara y Sasano et al., 2015).

1.6.1. Progestagenos

La P4 es una hormona esteroide sintetizada en el ovario, esencial para el
desarrollo de la glandula mamaria tanto en mujeres como en el resto de hembras de
mamiferos y clave en la preparacion de la mama para la lactancia y durante la misma.
Ademas, se ha relacionado la P4 con la aparicion y crecimiento de tumores, aunque por

ahora se desconoce en gran medida su mecanismo de accion (Weibe et al., 2006).

La accion de esta hormona se encuentra principalmente mediada por sus
receptores de alta afinidad, que incluyen el RP clasico y sus isoformas -A y -B, ubicadas
en diversos tejidos como la glandula mamaria, los 6rganos reproductivos y el cerebro
(donde la P4 controla el comportamiento reproductivo). Esta hormona es frecuentemente
prescrita para la anticoncepcién o durante la terapia de reemplazo hormonal
postmenopausica, en la cual se une selectivamente con estrogenos para bloquear el
crecimiento endometrial, que es precisamente inducido por éstos (Lange et al., 2008). El
papel de los estrdgenos como un potente mitdgeno mamario es indiscutible y tanto los

inhibidores del RE como de las enzimas productoras de estrogenos, son terapias de
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primera linea eficaces contra el cancer (Kulendran et al., 2009). Sin embargo, la accion
del RP en el cdncer de mama esta muy poco estudiada y sigue siendo controvertida (Lange
et al., 2008). Ademas, diversos autores han sefialado la relacion entre el uso de
progestinas y el desarrollo del cancer de mama, aunque se desconoce el mecanismo

fisiopatologico por el que favorecen la carcinogénesis (Trabert et al., 2020).

Algunos estudios relacionan la P4 con en el desarrollo del cancer de mama, a
pesar de que los datos epidemioldgicos que se disponen hasta el momento no han podido
apoyar ni contrarrestar dicha afirmacion (Trabert et al., 2020). Weibe y colaboradores
(2006), sugirieron que los metabolitos de P4 tienen efectos pro y anticancerigenos y que
el desequilibrio de estos factores puede contribuir, de alguna manera, a aumentar el riesgo

de padecer cancer de mama.

Existen diversos factores que complican el establecimiento de la relacion entre
la P4 y el cancer de mama. Trabert y colaboradores (2020), en una reciente publicacion,

enumeran algunos de estos factores:

1. Dependencia e interaccion con estrogenos y otras hormonas (andrégenos,
prolactina, etc.).

2. Variacion en los niveles de exposicion, por ejemplo, durante el ciclo
menstrual o el embarazo.

3. Disponibilidad de ensayos sensibles.

4. Ausencia de evidencia sobre el papel de los metabolitos de progesterona.

5. Dificultades para evaluar los isotipos del RP en analiticas rutinarias.

Por otro lado, la actividad ovarica prolongada, ya sea por menarquia temprana o

por menopausia tardia, aumenta notablemente el riesgo de padecer cancer de mama. Al
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contrario, con la extirpacion de los ovarios se reduce el riesgo de padecer esta clase de

tumor en mas del 50% (Hilton et al., 2015).

La 5a-reductasa es la enzima que cataliza la conversion de la P4 a diversos
metabolitos como los 5a-pregnanos, muy presentes en los tumores mamarios. Es por este
motivo que se cree que una actividad aumentada de la Sa-reductasa favorece la
tumorigénesis (Weibe et al., 2006). Otros autores como Trabert y colaboradores (2020)
también han sefialado este fenémeno y han afirmado que, comparando las
concentraciones de algunos de estos metabolitos de la P4 en tejido mamario sano y
tumoral, los niveles de 5Sa-pregnanos pueden llegar a ser hasta 10 veces superior a otros
metabolitos de la misma familia en el tejido tumoral.

1.6.2. Estrogenos

Los estrogenos son las principales hormonas sexuales femeninas y juegan un
papel importante en el sistema reproductivo y no reproductivo, pudiéndose sintetizar en
tejidos como el higado, el corazon, los musculos, los huesos y el cerebro. Los estrégenos
ejercen su accién uniéndose a sus receptores especificos, que pueden ser de dos tipos: los
nucleares clasicos (ERa y ERP) y los receptores de membrana (GPR30 y ER-X). Ambos
tipos de receptores de estrogenos se expresan en los tejidos periféricos y el cerebro con

distribuciones especificas en las células y tejidos (Cui et al., 2013).

Existen tres tipos de estrogenos en las mujeres: estrona (E1), 17B-estradiol (E2)
y estriol (E3). Cada uno de ellos se forma en un paso distinto de la cascada de sintesis de
hormonas esteroides. Por su parte, el E2 es el estrdgeno més potente durante el periodo
premenopausico en la vida de una mujer, existiendo dos vias principales para la formacion

del mismo en los tejidos (Cui et al., 2013):

64



e Viade la aromatasa (CYP19): La aromatasa, codificada por el gen CYP19A1,
es la enzima limitante que cataliza la conversion de androgenos a estrogenos
e Viade la sulfatasa: Esta enzima convierte la E1 en sulfato de estrona (SO4E1)

mediante la enzima estrona sulfotransferasa (STS).

En mujeres premenopausicas, la principal fuente de estrégenos son los ovarios,
controlados por la hormona foliculo-estimulante (FSH) y por la hormona luteinizante
(LH), mientras que en mujeres postmenopausicas la actividad del ovario y la hipd&fisis
cesan, produciéndose la sintesis de estrégenos en tejidos periféricos como el higado, piel,
musculo y tejido adiposo (Kuledran et al., 2009). En las mujeres premenopausicas, el E2
es el estrdgeno méas importante y es sintetizado en los ovarios , mientras que en las
mujeres postmenopausicas predomina la E1 sintetizada en los tejidos periféricos

(Tsuchiya et al., 2005).

Actualmente, diversos autores afirman que los estrégenos juegan un papel critico
en la tumorogénesis y la progresion del cancer de mama (Fouad et al., 2018; Trabert et
al., 2020). Los estrégenos y sus metabolitos se han estudiado tanto en mujeres
premenopausicas como postmenopausicas, habiendo un mayor nimero de estudios con
resultados mas consistentes en estas Ultimas, entre otros motivos, debido a la mayor

incidencia de la enfermedad en mujeres con este estatus hormonal (Samavat et al.,2015).

Ademas de los estrogenos, las enzimas que participan en su sintesis y conversion
han ganado paulatinamente protagonismo. Se ha observado que la aromatasa es expresada
por el propio tejido mamario tumoral, asi como en células como fibroblastos y adipocitos
indiferenciados (Bulun et al., 2005), fendmeno que puede facilitar la conversion de
androgenos a estrogenos y, con ello, favorecer la proliferacion de células tumorales

mamarias (Baglietto et al., 2010). Cuando ademas su expresion en el cancer mamario es
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elevada, se puede llegar a provocar una sobreproduccion de E2, que estimula no solo la
génesis del tumor sino también su progresion (Catalano et al., 2009). A pesar de que la
concentracion sistémica de estrogenos en mujeres postmenopausicas es baja debido a su
condicidn, resulta suficiente para estimular el crecimiento tumoral (Kitendran et al.,
2009). Asi, aunque los ovarios dejen de sintetizar estrogenos, otros tejidos del cuerpo son
capaces de sintetizarlos, generando a nivel sistémico una cantidad de estrogenos de
naturaleza hidrofobica que tendran que ser convertidos a SO4E1, que aunque tenga poca
afinidad por el RE y sea bioldgicamente inactivo, actda de reservorio para la sintesis de

estrogenos bioldgicamente activos (Cui et al., 2013).

Por otro lado, algunos autores han reportado niveles altos de SO4E1 en los
tejidos tumorales, que se piensa que pueden representar un reservorio para la formacion
de estrogenos bioldgicamente activos (Pasqualini et al., 1996; lllera et al., 2006).
Ademas, se ha observado que los tumores de mama son capaces de sintetizar localmente
estrogenos, haciendo que los niveles de los mismos en el parénquima tumoral sean

mayores que en el parénquima mamario normal (Kulendran et al., 2009).

En tumores mamarios caninos también se ha observado que los niveles de E2 se
encuentran aumentados si los comparamos con los niveles de una mama normal (Pefia et

al., 2003b).

1.6.3. Androgenos
Los andrégenos son hormonas que se sintetizan en los testiculos, ovarios y
corteza adrenal. Aunque son mas conocidos por el importante papel que tienen en el
desarrollo sexual masculino, las mujeres y todas las hembras del reino animal en general,
también los sintetizan y son importantes, entre otros, para el correcto funcionamiento del
sistema reproductor (Burger et al., 2002). En mujeres, la T se sintetiza y secreta

principalmente en los ovarios y las glandulas suprarrenales; ademas se produce una
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biosintesis adicional en los tejidos periféricos a través de la conversion metabdlica de los

precursores androgénicos suprarrenales circulantes (Labrie et al., 2003).

Los principales androgenos son la T y DHT y también destacan debido a su
relevancia sus intermediarios metabdlicos, la DHEA y la A4, ya que juegan un importante
papel en la sintesis y regulacion hormonal tanto en tejidos sanos como patoldgicos
(McNamara et al., 2014). Los andrégenos ejercen su funcién gracias a la union con el

receptor de androgenos (RA) (Hanamura et al., 2013).

Los receptores de androgenos se encuentran en, practicamente, todos los tejidos
tanto de mujeres como de hombres, incluidos la glandula mamaria, los huesos y el
cerebro, lo que indica que los androgenos y sus metabolitos pueden desempefiar un papel
importante en la homeostasis de los tejidos normales y, posiblemente, en patologias como
el cancer de mama, la osteoporosis y enfermedades cognitivas, entre otros (Schover et al.,

2008).

Los andrdgenos tienen importantes efectos fisioldgicos en las mujeres vy, al
mismo tiempo, pueden estar implicados en el desarrollo del cancer de mama (McNamara
et al., 2014). En el tejido mamario normal, la produccién de androgenos estd mediada
principalmente por dos enzimas: la 17BHSD y la Sa-reductasa, cuyas acciones
combinadas generan Ty DHT (Hanamura et al., 2013). Adicionalmente a lo anterior, se
demuestra que la presencia de estas enzimas androgénicas en los tumores de mama esta
asociada con una menor capacidad invasiva de los tumores TNBC (McNamara et al.,

2014).

Ademas, estudios realizados in vitro e in vivo, sugieren que los androgenos

también pueden ejercer un efecto antiproliferativo, apoptotico (Baglietto et al., 2010) e
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incluso, que podrian ejercer efectos inhibitorios en células del cAncer de mama hormono-

dependientes (McNamara et al., 2013).

2. Modelos experimentales en la investigacion de IBC e IMC

Los principales modelos experimentales que se utilizan en investigacion en
oncologia son dos: los modelos in vitro (Figura 12.A) e in vivo (Figura 12.B). Los
modelos in vitro en investigacion oncoldgica sirven para profundizar en la biologia y
genética de las células tumorales, asi como para analizar la respuesta a tratamientos
realizados en las células y evaluar su utilidad en animales o humanos. Los modelos in
vivo son una gran herramienta para disefiar nuevas estrategias terapéuticas, ademas de
servir para ahondar en el conocimiento de la biologia del tumor estudiado (Ruggeri et al.,
2014), de células en general y de las cancerosas en particular. Con ellos, podemos conocer
detalles de su capacidad de replicacion, mutacion y adaptacion al medio, que seran de
enorme utilidad para aplicaciones futuras en modelos in vivo (Lacroix y Leclercq et al.,

2004).

Figura 12. Modelos experimentales en investigacion. A: Modelo in vitro (fuente:

www.lobov.com); B: Modelo in vivo (fuente: www. istock.com).
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Las técnicas de cultivo celular comenzaron a gestarse en 1882, afio en el que
Sydney Ringer desarroll6 la solucion de Ringer, una solucién salina equilibrada de una
composicion bioquimicamente semejante a la de los fluidos corporales, pudiendo
mantener con éxito células procedentes de corazones de unas ranas después de su
diseccién y extraccion del cuerpo (Ringer et al., 1882). Se dice que esta fue la primera
instancia de un cultivo in vitro de tejido animal. Afios més tarde, en 1907, Ross G.
Harrison monitorizd con éxito una aparente proliferacion de fibras nerviosas de una rana,
durante varias semanas, en el liquido linfatico recién extraido de los sacos linféticos de
una rana adulta (Harrison et al., 1907). Este experimento es considerado el comienzo de

la era del cultivo de células animales.

Poco tiempo después, Alexis Carrel, Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1912, contribuy6 al desarrollo de esta tecnologia al disefiar un prototipo del matraz de
cultivo celular que se usa ampliamente en la actualidad, ademas de establecer la técnica
de manipulacion aséptica del material, fundamental para el correcto mantenimiento de los
cultivos. Se cree que Carrel fue la primera persona en la historia en cultivar con éxito

celulas somaticas de mamiferos, concretamente médula dsea de cobaya (Yao et al., 2017).

La primera linea celular de cancer de mama que se establecié fue la BT-20 en
1958 (Lasfargues y Ozzello et al., 1958). Sin embargo, pasaron otros 20 afios antes de
que las lineas celulares de cancer de mama se generalizaran, incluida la serie MD
Anderson y lo que sigue siendo la linea celular de cancer de seno mas cominmente
utilizada en el mundo, MCF-7 establecida en 1973 en la Fundacion del Céncer de
Michigan (Brooks et al., 1973). En el ambito de la oncologia mamaria canina no fue
hasta 1982 cuando se estableci6 REM-134, la primera linea de cancer de mama canino

por Else y colaboradores.
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2.1. Modelos in-vitro

Se entiende por cultivo celular el resultado del conjunto de técnicas que
persiguen establecer y mantener células originarias de un ser vivo, suspendidas en un
medio enriquecido, conservando al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y
genéticas. Los cultivos primarios suelen considerarse los mas semejantes al tejido de
origen por tratarse de aquellos que se establecen tras el aislamiento de un conjunto de
células y antes del primer subcultivo, utilizandose con preferencia a las lineas celulares
cuando se buscan condiciones experimentales mas representativas del tejido in vivo

(Freshney, 2005).

Los cultivos primarios son obtenidos a partir de explantes (fragmento escindido
desde un 6rgano o tejido), por disgregacion de tejidos, de dérganos o tumor sélido, o bien
de aislados de fluidos organicos como la sangre. Como vemos en la Figura 13, una
muestra bioldgica es procesada mediante tratamientos enzimaticos o mecanicos, que
persiguen que el tejido se disocie en células aisladas con las que podemos proceder a

realizar distintos tipos de cultivo (Mitra et al., 2013).

La mayoria de los cultivos tienen una viabilidad finita debido a la senescencia o
pérdida progresiva de las células que lo forman por muerte celular y, reciben el nombre
de lineas celulares primarias (o lineas celulares finitas). Por el contrario, puede darse la
situacion en que algunas células del cultivo sufran un cambio genético, adquiriendo la
capacidad de proliferar indefinidamente (convirtiéndose en células variantes inmorales),
constituyendo lo que se conoce como una linea celular inmortal (Martinez-Carpio y

Navarro-Moreno et al., 2003; Gil-Loyozaga et al., 2011).
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Figura 13: Esquema del proceso de establecimiento de una linea celular a partir de un tumor

s6lido (Mitra et al., 2013).

Es importante sefialar que las células que componen las lineas celulares ya
establecidas adquieren con el paso del tiempo alteraciones citomorfoldgicas
caracteristicas: menor tamafio celular, menor adherencia, morfologia generalmente mas
redondeada y mayor relacion nucleo/citoplasma. Ademas, también experimentan ciertos
cambios relacionados con su multiplicacién y supervivencia: incremento de la tasa de
proliferacion celular, reduccion del tiempo de doblaje, menor dependencia en el medio
de cultivo y mas facilidad para crecer en suspensién (Martinez-Carpio y Navarro Moreno

et al., 2003).

En los dltimos afios, los cultivos celulares han demostrado ser de gran utilidad

en investigacion por diversos motivos (Tominaga et al., 1999):
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e Son una interesante alternativa al uso de animales, reduciéndose el uso de los
mismos.
e Son utiles para el cribado de productos quimicos: se puede evaluar la citotoxicidad

de los mismos antes de ser testados en animales.

Ademas, durante décadas, las lineas celulares han constituido un gran recurso
para investigar la biologia del céncer y analizar la potencial eficacia de ciertos
medicamentos para ser utilizados en la terapia oncoldgica. Sin embargo, diversos estudios
sugieren que las lineas celulares presentan numerosas limitaciones debidas a la
heterogeneidad y diversidad de respuesta de los tumores en cada paciente (Mitra et al.,

2013).

La primera linea celular cancerigena humana establecida en cultivo fue la
conocida HelLa (Gey et al., 1952), que actualmente es la linea celular humana mas
utilizada en investigacion bioldgica. Su aplicacion como organismo modelo ha
contribuido a la caracterizacion de importantes procesos bioldgicos y ha hecho posibles
mas de 70.000 publicaciones. Esta linea celular se origind en un tumor de cancer cervical
de una paciente llamada Henrietta Lacks, quien luego muri6 de cancer en 1951 (Skloot et
al., 2010). Uno de los primeros usos de las células HeLa fue desarrollar la vacuna contra
el virus de la polio (Scherer et al., 1953) y desde ese momento, su utilidad en diversos

ambitos de la medicina ha sido enorme.

Posteriormente se han establecido muchas mas lineas celulares, destacando la
primera linea celular para el cAncer mamario denominada BT-20, establecida en 1958

(Lasfargues y Ozzello et al., 1958, revisado por Holliday y Speirs et al., 2011).

Actualmente se dispone de multiples lineas celulares de cancer de mama humano

obtenidas directamente de pacientes o de animales xenotrasplantados. Asi, a dia de hoy,
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hay disponible informacién de mas de 80 lineas celulares de cancer de mama (Dai et al.,
2017), de las cuales aproximadamente el 85% derivan de carcinomas intraductales o
tumores metastasicos, generalmente procedentes de efusiones pleurales (Martinez-Carpio
y Navarro Moreno, 2003; Lacroix y Leclerg, 2004; Neve et al., 2006; Visan et al., 2016).
De esas 80 lineas celulares de cancer de mama descritas, s6lo algunas han sido estudiadas
en detalle y utilizadas extensamente en investigacién oncoldgica, como es el caso de
MCF-7 (de la serie MCF o Michigan Cancer Foundation), la linea hormono-dependiente
MDA-MB-231 (de la serie MDA o MD Anderson Cancer Center de Houston) o las lineas
SUM149 y SUM190 (originadas por Steve Either en la Universidad de Michigan y

procedentes de pacientes con IBC).

Aparte de las lineas de cancer de mama humano, existen también algunas lineas
celulares de cancer mamario canino. La primera de ellas fue establecida por el profesor
Else y colaboradores (1982) y recibié el nombre de REM13. Poco después fueron
establecidas 6 lineas celulares por Wolfe y colaboradores (1986) y 3 afios mas tarde se
estableci6 la primera linea generada a partir de una metastasis de un tumor negativo al

RE de un carcinoma mamario canino (Hellmén et al., 1992).

En 2015, Céceres y colaboradores establecieron IPC-366, la primera linea
celular de carcinoma inflamatorio mamario de tipo basal, negativa para la expresion de
RE, RP, HER-2 y con alta capacidad proliferativa tanto in vitro como in vivo. Esta nueva
linea celular, mantiene la histologia caracteristica de IMC in vivo y exhibe VM. Dado el
hecho de que el IMC comparte caracteristicas epidemioldgicas, histopatoldgicas y
clinicas con el IBC, esta nueva linea celular es una gran herramienta para desarrollar
estudios oncoldgicos comparativos y para investigar posibles terapias contra el IBC,
ademas del IMC (Pefia et al., 2003a; Céaceres et al., 2015; Nguyen et al., 2017; Barrero et

al., 2019).
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Adicionalmente a esta linea, destacan otras lineas de tumores mamarios caninos
como DTK-E y DTK-PYME (Hsiao et al., 2014), CMT1, CMT-U27, CMT9, P114,

CNMP y CIPP (Gracanin et al., 2014).

Actualmente, las lineas de cancer de mama mas utilizadas en investigacion son

las siguientes:

Linea Clasificacion Fenotipo

Tumor de origen
celular molecular

Carcinoma ductal
BT-20 Basal A - - - Mama
infiltrante
Efusién Carcinoma ductal
MCF7 Luminal + + -
pleural infiltrante
MDA- Efusién
Basal B - - - Adenocarcinoma
MB-231 pleural
MDA- Efusién Carcinoma ductal
Basal B - - -
MB-435 pleural infiltrante
Efusion
SkBr3 Luminal - - + Adenocarcinoma
pleural
SUM149 Basal B - - - Mama IBC
SUM 159 Basal B - - - Mama Carcinoma anaplasico
SUM 190 Basal A - - + Mama IBC
Efusién Carcinoma ductal
T47D Luminal + + -
pleural infiltrante
IPC366 Basal - - - Mama IMC

Tabla 2: Resumen de las principales lineas celulares de cancer de mama usadas en investigacion

(Neve et al., 2006; Céceres et al., 2015).
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Los estudios preclinicos con lineas celulares de cancer han jugado un papel
importante en nuestra comprension de la biologia tumoral y la deteccion de alto
rendimiento para el desarrollo de farmacos (Gazdar et al., 2010). Ademas de para
investigar, la utilizacion de cultivos a corto plazo de células primarias de tumores sélidos,
ha adquirido una importancia significativa en la terapia personalizada contra el cancer
(Mitra et al., 2013). A pesar de los importantes avances realizados gracias a diversos
estudios in vitro, nuestra comprension sobre aspectos tan importantes como el proceso de
carcinogénesis, la progresion tumoral o la metéstasis, el exito clinico logrado es todavia

mejorable (Zhou et al., 2009).
2.2. Modelos in vivo

En las ultimas décadas, la creacion y desarrollo de modelos animales para el
estudio de enfermedades ha sido una herramienta vital para generar conocimiento en el
ambito de la medicina en general, y de la oncologia mamaria en particular, mejorando en
gran medida nuestra comprension sobre los mecanismos de progresion tumoral y

metastasis (Ruggeri et al., 2014).

Dentro de los distintos modelos animales aprobados para ser utilizados en
investigacion oncoldgica, el animal de experimentacion mayoritariamente utilizado de
forma global es el ratdn, debido especialmente a su pequefio tamafio, su facilidad para
reproducirse, su corto ciclo vital, la posibilidad de ser modificados genéticamente y de

extrapolar los datos obtenidos a la especie humana (Jong y Maina, 2010).
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2.1.1. Utilidad de los modelos in vivo en la investigacién del cancer de mama

Una de las técnicas mas extendidas para la experimentacion en oncologia
mamaria en modelos animales, es el injerto de tejido tumoral en animales
inmunocomprometidos, en un proceso denominado xenotransplante (Neve et al., 2006).
Este procedimiento ha demostrado ser Gtil para la evaluacion de la genética del cancer de
mama, patogenicidad, potencial metastasico y su respuesta a diversos tratamientos,
determinando la evolucion del tamafio tumoral (Figura 14.A), cambios a nivel hormonal
0 presencia/ausencia de metastasis en necropsias realizadas tras los experimentos (Figura
14. B). No obstante, la validez de los datos obtenidos y su aplicabilidad a la préctica

clinica es limitada (Whittle et al., 2015).

Figura 14. Ratones Balb/SCID con tumores de IMC generados por la inoculacién subcutanea de
celulas de la linea SUM149. A. Medicion in vivo del tumor. B. Observacion post-mortem antes
de la necropsia y extraccion de muestras para su posterior analisis. Fuente: fotografias de

elaboracion propia.

Es interesante sefialar que la metastasis espontanea de los modelos murinos

xenotransplantados es rara, lo que dificulta los estudios de metastasis de cancer de mama
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con este tipo de modelo. Sin embargo, algunas lineas celulares murinas previamente
caracterizadas metastatizan en modelos singénicos, aunque actualmente son un recurso
limitado (Paschall y Liu, 2016). Adicionalmente, la inyeccion directa de células de cancer
de mama en localizaciones ectopicas (por ejemplo, torrente sanguineo, fémur) puede
usarse como un ensayo experimental de metastasis. Debido a esta dificultad para
visualizar en ocasiones el crecimiento del tumor, su distribucion y las metéstasis, se han
desarrollado técnicas moleculares de imagen en tiempo real que permiten observar el

desarrollo tumoral, como es el caso de la biolumniniscencia (Teicher, 2006).

Existen distintos modelos murinos validados para su utilizacion en cancer de
mama, pero son pocos los validados especificamente para la investigacion del 1BC,
destacando dos: MARY-X y WIBC-9. MARY-X es el tnico modelo de IBC RE-, RP-
HER2- que simula la presentacion clinica de este tipo de tumor en modelos murinos. Por
su parte, WIBC-9 es un modelo in vivo que se ha empleado para estudiar el fenémeno del
mimetismo vascular, dado que se ha observado que sus tumores presentan esta

caracteristica (Shirakawa et al., 2001).

Camacho y colaboradores (2013) establecieron el primer modelo murino de IMC
en ratones SCID. El desarrollo y validacion de esta clase de modelos es vital para avanzar
en el conocimiento tanto del IMC como del IBC, ya que aportara informacion sobre la
diferencia de velocidad de crecimiento tumoral de ambos tipos de tumor, asi como
conocer su capacidad angiogénica Yy angioinvasiva, ademas de caracterizar el
inmunofenotipo tanto en la neoplasia canina original como en el xenotransplante

(Camacho et al., 2013).

Debido a sus similitudes en ensayos in vitro y en sus caracteristicas clinico-

patoldgicas entre los carcinomas mamarios caninos y humanos, recientemente se ha
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propuesto la especie canina como modelo animal del cancer de mama espontdneo humano

(Pefia et al., 2003a, Camacho et al., 2013; Céceres et al., 2015, Barrero et al., 2019).

La corta historia natural de los carcinomas espontaneos invasivos caninos con la
elevada tasa de muerte debida a esta patologia, hacen que este modelo sea de interés, entre
otros motivos, por la duracion de los ensayos preclinicos y el volumen de informacion

que se obtiene en un corto espacio de tiempo.

Los factores pronosticos y la biologia de los tumores son muy similares en ambas
especies, siendo interesante valorar la especie canina como modelo de estudio de los
tumores mamarios humanos, asi como para extrapolar los avances en la patologia humana

a la patologia animal, de la que se tiene mucha menos evidencia.

3. Opciones terapéuticas actuales en IBC e IMC

Una vez realizado el diagnostico clinico, patoldgico y molecular certero que
confirma que la paciente tiene IBC o IMC, hay que disefiar un plan terapéutico a medida
para cada caso, estando validado para este tipo de tumor un abordaje trimodal, como asi
ha sido establecido en las guias clinicas de la NCCN (National Comprenhensive Cancer
Center) y en las guias internacionales de expertos de IBC que recomiendan tratar esta
patologia con quimioterapia sistémica primaria, cirugia y radioterapia (Dawood et al.,
2011). Esta terapia trimodal ha demostrado tener un impacto muy positivo en la
supervivencia de las pacientes, como afirmaron van Uden y colaboradores en 2019 en un
estudio en el que concluyeron que cuando se compara la supervivencia de pacientes con
IBC en estadio 11l a 5 afios de seguimiento que han sido sometidas a una terapia trimodal
(Figura 15. A) o no (Figura 15. B), hay diferencias numéricas significativas entre los

distintos tipos moleculares de tumores tratados.
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Figura 15. A. Supervivencia a 5 afios de los 4 tipos moleculares de IBC que han seguido una
terapia trimodal. B. Supervivencia a 5 afios de los 4 tipos moleculares de IBC que no la han

seguido (Uden et al., 2019).

Antes de la llegada de las guias de practica clinica, el IBC se trataba
principalmente con cirugia con o sin radioterapia, obteniendo una supervivencia a 5 afios

del 5% (Dawood et al., 2014).

Es importante recordar que los protocolos que se establecieron para IBC se han
desarrollado, principalmente, a partir de los existentes para tumores no-IBC y de la
evidencia generada en pequefios estudios retrospectivos y prospectivos (Uden et al.,
2019). Desde 2009 se han publicado decenas de articulos sobre IBC que tratan de
profundizar en el conocimiento sobre su biologia y generar mas conocimiento que
favorezca el desarrollo de terapias especificas para IBC, asi como herramientas de

diagnostico certero (Menta et al., 2018).

Los primeros tratamientos neoadyuvantes en cancer de mama se remontan a la
década de 1970, con la llegada de las primeras guias de practica clinica en oncologia y
fue entonces cuando dichos tratamientos fueron prescritos en pacientes con cancer de
mama localmente avanzado (Velasco et al., 2012). Los principales objetivos de la terapia

neoadyuvante son controlar de forma temprana la enfermedad micrometastasica, conocer
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la respuesta temprana del tumor al tratamiento y disminuir el tamafio tumoral (Marti et

al., 2020).

En la década de los afios 90, la MD Anderson establecio que los tumores IBC
debian tratarse en primer lugar con quimioterapia neoadyuvante, con antraciclinas como
tratamiento de eleccion antes de la cirugia (Ueno et al., 1997). Después de los resultados
positivos que se obtuvieron, se iniciaron diversos estudios con el objetivo de comparar
distintas moléculas y combinaciones de las antraciclinas con otras potencialmente
eficaces en este escenario, evaluando principalmente la supervivencia libre de
enfermedad, la supervivencia global en las mujeres reclutadas en el estudio, asi como el
impacto del tratamiento en la cirugia posterior. Ademas, se incorporaron los taxanos a
este protocolo de tratamiento neoadyuvante tras evidenciarse en diversos estudios
prospectivos los beneficios de esta doble terapia en pacientes con IBC (Cristofanilli et al.,
2004). También se observo que los tumores que requerian en el momento del diagnéstico
una cirugia agresiva, tras el tratamiento neoadjuvante muchos de esos tumores pudieron
ser extirpados con cirugias conservadoras gracias a la reduccion de su tamafio (Velasco

etal., 2012).

Actualmente, los tratamientos neoadyuvantes forman parte del tratamiento
estandar en el cancer de mama localmente avanzado e inflamatorio y es necesario hacer
distinciones en el tratamiento de pacientes pre y postmenopausicas, debido a sus notables
diferencias en lo que se refiere a su contexto hormonal. La mayor parte de los estudios
clinicos se han desarrollado en mujeres postmenopausicas debido a que la indicencia y

prevalencia del cancer de mama es mayor que en premenopausicas (Wu et al., 2015).

Adicionalmente a la quimioterapia neoadyuvnte, numerosos estudios han

demostrado el beneficio de administrar un tratamiento hormonal a las pacientes con
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tumores positivos a receptores hormonales, mejorando el prondstico y la supervivencia

de las mismas (Purohit et al., 2012).

Actualmente, las pacientes con IBC en las que no se ha evidenciado la presencia
de metastasis a distancia en el momento del diagnostico, se recomienda que sean tratadas
con quimioterapia neoadyuvante para reducir al maximo el tamafio del tumor con el fin
de realizar una mastectomia lo més conservadora posible, completando el tratamiento con

radioterapia (Yamauchi et al., 2012).

En linea con lo anterior, autores como Menta y colaboradores (2018) afirman
que para obtener 6ptimos resultados clinicos y mejorar la supervivencia en pacientes en
estadios avanzados, el control local del tumor es necesario y, para ello, hay que incluir
tanto la cirugia como la radioterapia en el plan terapéutico, ya que se ha observado que la
respuesta sistémica en pacientes en estadio Il y 1V de IBC es corta y es necesario
complementarla con un control local del tumor. Este control local tiene una serie de
puntos criticos que Menta y colaboradores (2018) definieron como se sefiala a

continuacion en la Figura 16:

Surgery Radiation

Systemic
Treatment

Figura 16: Recomendaciones para el tratamiento del IBC y puntos criticos en la practica clinica

cuando se trata pacientes con IBC (Menta et al., 2018).
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Estas observaciones coinciden con las realizadas por Wang y colaboradores
(2020) en un estudio recientemente publicado que afirma que la combinacion de
mastectomia con radioterapia, mejora significativamente la supervivencia en pacientes

con cancer de mama en general y de TNBC en particular (Wang et al., 2020).

Ademas de las moléculas anteriormente citadas, desde hace menos de una
década, los tumores en general y los mamarios en particular, se tratan con una clase de
terapia conocida como inmunoterapia, que ha demostrado prometedores resultados en
tumores con pocas opciones terapéuticas, como es el caso de tumores TNBC positivos a
HEGF-2. En el caso de tumores IBC hay algunos estudios iniciados que tienen como
objetivo evaluar la eficacia de esta terapia en este tipo especifico de cancer de mama

(Bayraktar et al., 2019).

En pacientes con tumores IBC que sobreexpresan HER-2, la quimioterapia con
trastuzumab en combinacion con pertuzumab esta indicada como parte del régimen

terapéutico neoadyuvante (Yamauchi et al., 2012; Costa et al., 2017).

En el caso de los tumores mamarios caninos, como en medicina humana, es vital
caracterizar el tumor mamario antes de comenzar el tratamiento, siendo necesario para
ello realizar analiticas, radiografias toracicas y/o abdominales y biopsia (Shafiee et al.,
2013). Actualmente la mastectomia o lumpectomia (extraccion de la masa tumoral) son
las opciones terapéuticas mas validadas para el tratamiento del cancer mamario caninoy,
ademas, segun afirma un estudio que compara la supervivencia entre los pacientes con un
tipo u otro de cirugia, no hay diferencias entre ellas (Dos Santos et al., 2014). No obstante,
otros estudios indican que en el caso de que se realice la lumpectomia, la aparicion de
tumores en la cadena mamaria ipsilateral es comdn, siendo necesaria una cirugia mas

radical en un segundo tiempo (Stratmann et al., 2008). Ademas, se ha observado que la
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ovariohisterectomia mejora las tasas de supervivencia para tumores RE+ y aquellos

perros con niveles elevados de estrdgenos en suero (Kristiansen et al., 2016).

En cuanto a los farmacos utilizados en quimioterapia, existen menos opciones
validadas que en medicina humana, no obstante, existen varios quimioterdpicos que se
usan comunmente en perras para tratar una variedad de tumores (Shafiee et al., 2013). Se
ha demostrado que el tratamiento con 5-fuorouracilo y ciclofosfamida tras la mastectomia
mejora la supervivencia en perras con tumores mamarios malignos, en comparacion con

perras que solo son sometidas a cirugia (Karayannopoulou et al., 2001).

Respecto a la terapéutica de tumores RE+, es interesante sefialar que se han realizado
algunos tratamientos con Tamoxifeno como en los tumores mamarios humanos pero con
resultados pobres (Morris et al., 1993) y ademas, las perras desarrollaron importantes

efectos adversos (Morris et al., 1993; Tavares et al., 2010)

3.1. Importancia de los tratamientos hormonales en el éxito terapéutico del

cancer de mama en general y de IBC e IMC en particular.

La historia de la hormonoterapia en cancer de mama se remonta hasta hace algo
mas de un siglo, cuando en 1896 el cirujano Sir George Beatson obtuvo una inesperada
y positiva evolucion clinica tras practicar una ooforectomia (extirpacién quirdrgica de los
ovarios o de una parte de ellos) a una paciente diagnosticada de cAncer de mama avanzado
(Beatson et al., 1896). Tras ese hallazgo, se sucedieron numerosas teorias sobre la
relacién que podria haber entre las hormonas, especialmente los estrogenos, y el cancer
de mama. Asi, Lacassagne y colaboradores (1932), demostraron que la administracion

de estrogenos en ratones aumento la incidencia de cancer de mama. Mas tarde, Engelsman
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y colaboradores describieron la presencia de receptores de estrogenos en tumores de

mama, aportando luz a casi un siglo de teorias diversas (Engelsman et al., 1973).

Tras la publicacion de estos importantes hallazgos, el tratamiento del cancer de
mama se centr6 en reducir la sintesis local de estrogenos mediante cirugia y/o
radioterapia, especialmente en mujeres premenopdusicas. Es poco frecuente pero se
contindan realizando en casos muy seleccionados ooforectomias y radioterapia ovarica
con éste fin, ya que se trata de técnicas relativamente sencillas aunque irreversibles

(Espinds et al., 2008).

En las ultimas décadas, los mecanismos moleculares relacionados con la
dependencia hormonal de los tumores de mama han sido ampliamente estudiados (Wu et
al., 2015). A dia de hoy, aproximadamente el 11% de los canceres de mama son
diagnosticados antes de la menopausia y debido a que, en la mayoria de los casos, el
tumor expresa receptores hormonales, el tratamiento endocrino se ha postulado como una

gran opcidn dentro del protocolo terapéutico (Marti et al., 2020).

El tratamiento hormonal tiene diversas aplicaciones en el cancer de mama, ya
que es util en el manejo del cancer de mama metastasico como tratamiento sistémico,
pero también como abordaje inicial en pacientes de avanzada edad o clinicamente
inoperables (Velasco et al., 2012). Tiene un destacado papel como tratamiento adyuvante
en los estadios mas precoces y se estd estudiando su seguridad y eficacia en
neoadyuvancia, asi como tratamiento preventivo en pacientes de alto riesgo, como por

ejemplo las mujeres portadores de mutaciones en el gen BRCA (Purohit et al., 2012).

Aunque el tratamiento hormonal tiene un mecanismo de accion mas lento que la
quimioterapia, sus efectos secundarios son menores y se considera que, conseguida la

respuesta a nivel molecular ésta es mas sostenida, generando un impacto positivo en la
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supervivencia de las pacientes con tumores positivos a receptores hormonales en general

y estrogénicos en particular (Espinos et al., 2008).

Actualmente, las terapias hormonales se pautan con el objetivo de conseguir uno

o0 varios de los fendmenos citados a continuacion (Maximov et al., 2018):

e Bloqueo selectivo del receptor hormonal.
e Degradacion del receptor hormonal.
e Bloqueo de la cascada hormonal mediante el bloqueo selectivo de las enzimas

que catalizan la conversion de hormonas en sus formas activas.

Recientemente Marti y colaboradores (2020) han publicado en la revista de la
Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria (SESPM), los resultados de una
encuesta realizada a 79 unidades de mama de hospitales publicos (74,7% del total de
hospitales) y privados de todo el territorio espafiol, sobre el uso de hormonoterapia
neoadyuvante en pacientes con cancer de mama. El 77,2% de los médicos encuestados
afirmé emplear la hormonoterapia en su practica clinica diaria, siendo Letrozole el
farmaco mas utilizado (45,5% del total) seguido de Anastrozole, Exametasona, cualquier
inhibidor de la aromatasa y Tamoxifeno. Un 16% no aport6 informacion. Cuando se les
preguntd por el escenario en el que se decantaban por esta clase de estrategia terapéutica,
méas de un 70% correspondia a mujeres postmenopausicas pluripatolégicas o con un

tumor luminal (Figura 17).

Esta encuesta sefiala varios puntos de interés e importancia. EI primero de ellos
es que la terapia con inhibidores de la aromatasa (IA) esta muy establecida en nuestro
pais, probablemente gracias a la evidencia que se ha generado en las Ultimas décadas.

Otro punto interesante es que, a la vista de estos resultados, la terapia del cancer de mama
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estd més protocolizada y estandarizada en mujeres postmenopéusicas y también en

mujeres con tumores luminales.

= Mujer anciana
pluripatoldgica/contraindicacion
quirurgica

= Mujer postmenopausica-tumor
luminal

= Mujer premenopausica-tumor
luminal

Muijer, pre/
postmenopdausica, con un tumor
luminal

= NS/NC

Figura 17. Perfil de pacientes tratados con hormonoterapia publicado en la encuesta se la SESPM.

(Marti et al., 2020).

Por todo lo expuesto anteriormente, es importante seguir explorando nuevas
opciones terapéuticas que se centren en otras dianas terapéuticas (ya sean hormonas,
enzimas o receptores hormonales) en tumores luminales, pero también en los basales,

cuya terapia esta menos establecida, especialmente en mujeres premenopausicas.

3.2.  Estrategias de tratamiento actuales en IBC e IMC

3.2.1. Terapia hormonal anti-androgénica

A diferencia de otras hormonas en las que la relacion con la génesis y progresion
de tumores mamarios es conocida, en el caso de los andrégenos esta relacion no esta tan
clara. Katsopoulos y colaboradores (2011) afirman que entender el papel de los
androgenos en la carcinogénesis mamaria es importante debido a que actualmente, por

ejemplo, se prescribe la T en numerosas mujeres adicionalmente a los estrogenos que se
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prescriben en la terapia de reemplazo hormonal o HRT (Hormone Replacement Therapy)
para aliviar los sintomas de la menopausia, especialmente en aquellas que la sufren
precozmente debido al importante impacto que tiene este fendmeno en el bienestar de la
mujer. Ademas, este mismo grupo afirma que existen dos lineas de pensamiento que

relacionan los androgenos con el aumento de riesgo a padecer cancer de mama:

e Directo: via RA al favorecer el crecimiento y la proliferacion celular.
e Indirecto: A través de la aromatizacion de andrdégenos mediante la enzima

aromatasa.

Desde 1960 se han desarrollado distintas teorias como la “teoria
hiperandrogénica” (Grattarola et al., 1960) y la “teoria del exceso de androgenos”
(Secreto et al., 2009). Ambas teorias comparten que el nivel elevado de androgenos
circulantes en sangre se relaciona con un mayor riesgo a padecer cancer de mama en
mujeres sanas. No obstante, se ha observado que las mujeres con sindrome de ovarios
poliquisticos (SOP) tienen mayores niveles de androgenos circulantes debido a su
condicion y no se ha observado ningin aumento de la incidencia de este tipo de patologia
(Gadducci et al., 2005). Otros estudios sefialan que la T limita la mitogenicidad y los
efectos pro-cancerigenos que los estrogenos ejercen en el epitelio mamario (Glaser et al.,

2015).

Existen estudios in vitro e in vivo que demuestran que los andrégenos tienen un
efecto inhibitorio sobre la multiplicacion del epitelio mamario sano mientras que, otros
estudios epidemiologicos han sefialado la relacion entre un nivel elevado de androgenos
y riesgo a padecer cancer de mama. Ademas, la expresion del RA se considera un factor

prondstico positivo (Katsopoulos et al., 2011).
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El RA se expresa en, aproximadamente, el 70% a 90% de los casos de cancer de
mama invasivos, una frecuencia comparable o superior a la reportada para RE (70% -
80%) y PR (50% -70%) (Gonzalez-Angulo et al., 2007). En el caso particular del TNBC,
el RA se encuentra expresado en un 12-55% de los casos (Gucalp y Traina et al., 2015).
La presencia de RA en pacientes con TNBC, sugiere que la manipulacion de las vias
androgeénicas en las células tumorales podria servir como una opcion terapéutica adicional
(McNamaraet al., 2013). En 2014, McNamara y colaboradores, establecieron por primera
vez la relacion entre la presencia de RA y la agresividad del TNBC, siendo ésta mayor en

ausencia de dichos receptores.

Los primeros farmacos anti-androgénicos que se desarrollaron se utilizaron para
tratar tumores prostaticos y, posteriormente, se plante6 su utilidad para tratar tumores
mamarios al tratarse, en la mayoria de los casos, de tumores hormono-dependientes
(Proverbs-Singh et al., 2015). Asi, a principios de la década de 1970, se describié por
primera vez la Flutamida, un antiandrégeno no esteroideo (Neri et al., 1979), que fue
aprobado en 1989 por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento del
cancer de prostata. Este descubrimiento fue seguido por otros antiandrogenos no
esteroideos, como la Nilutamida (Raynaud et al., 1977) y la Bicalutamida (un agonista

parcial no esteroideo), (Furr et al., 1987).

Esta citada investigacion llevada a cabo para generar terapias dirigidas a RA para
tratar el cancer de prostata esta facilitando el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
para desarrollar tratamientos que inhiban el RA en el cancer de mama triple negativo
(TNBC), como ha sido el caso de la Bicalutamida, la Enzalutamida (un inhibidor de la
localizacion nuclear de RA) y el VT-464, (un inhibidor dual de CYP17 y RA), entre otros

(Proverbs-Singh et al., 2015).
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Actualmente, existen diversos estudios clinicos en curso encaminados a evaluar
la eficacia de diversas moléculas de accion anti-androgénica (Enzalutamida,
Bicalutamida y otros), solas o en combinacién con otras moléculas (Pembrolizumab,
Ribociclib, Seviteronel o Paclitaxel, entre otros). Adicionalmente a las terapias anti-RA,
existen otros ensayos en curso, 0 ya completos, de farmacos que inhiben la sintesis de la

DHEA o la testosterona 4-OH (Gerratana et al., 2018).

La Flutamida es un farmaco antiandrogénico no esteroideo con una estructura
similar a los andrégenos que compite con ellos por la unién a RA, bloqueando o
inhibiendo su accion y denominandose por ello antagonista del RA. Ademas, esto produce
un blogueo de la retroalimentacion negativa ejercida por la T en el hipotalamo,

produciendo un aumento de los niveles plasmaticos de LHy T (Ji et al., 2006).

La Flutamida fue descrita en 1970 y la FDA aprobo su uso como tratamiento del
cancer de prostata en 1976 (Raynaud et al., 1977). Actualmente, esta indicada para el
tratamiento del cancer de prdstata metastasico humano, sola o combinada con agonistas
de la LH-RH (hormona liberadora de LH) como son la buserelina, goserelina y leupride,
ya que esta administracidn conjunta demostré aumentar la supervivencia de los pacientes
con cancer de prostata (Crawford et al., 1989) y también en tumores que no responden a
la ablacion androgénica. En el cancer de prostata canino también se usa como un

tratamiento efectivo habiéndose observado minimos efectos adversos (Frank et al., 2004).

Este farmaco no esta indicado para su uso en primera linea para el tratamiento
del cancer de mama y algunos autores como Caceres y colaboradores (2017) han
planteado su utilidad en IBC e IMC, en concreto en las lineas célulares IPC-366 y

SUM149, ambas TNBC.
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3.2.2. Terapia hormonal anti-estrogénica

Numerosos estudios han demostrado la importancia de los estrogenos en la
génesis, desarrollo y crecimiento de tumores mamarios tanto en mujeres pre como
postmenopausicas (Cui et al., 2013; Pistelli et al., 2018). Se sabe que un alto porcentaje
de los tumores mamarios son estrégeno-dependientes, suponiendo, aproximadamente, el
60% de los tumores mamarios en mujeres premenopausicas y el 75% de los casos en
postmenopausicas (Jonat et al., 2006). Ademas, segun algunos autores, la concentracion
de estrogenos puede llegar a ser de 10 a 20 veces mayor en tumores mamarios que en el

tejido mamario normal (Pasqualini et al., 1996; Geisler et al., 2003),

Se han descrito diversas técnicas y tratamientos encaminados a reducir su
sintesis total o parcial en mujeres con cancer de mama, (Beatson et al., 1896; Purohit et

al., 2012) destacando:

e Ablacion de la funcién ovérica: ooferectomia, radioterapia o analogos de la
hormona liberadora de la LHRH (hormona luteinizante).
e Moduladores selectivos del receptor estrogénico (SERM): Tamoxifeno.
e Degradacién de receptores hormonales con Fulvestrant.
e Reduccidn de la sintesis de estrdgenos:
o Con inhibidores de la aromatasa esteroideos (exametasano) o no
esteroideos (Letrozole, Anastrozole).

o Con inhibidores de la sulfatasa como STX-64.

El Tamoxifeno ha sido la terapia endocrina de eleccion durante mas de 20 afios
y se ha estimado que este medicamento ha ayudado a que 400.000 mujeres sobrevivan al
cancer de mama (Larionov et al., 2009; Puhalla et al., 2009). Fue el primer antiestrégeno
aprobado por la FDA, utilizado en la terapia del cancer de mama en la década de 1970 y

se encuadro dentro de la familia de los moduladores selectivos de los receptores de
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estrogenos (SERM). Consta de una estructura quimica que le confiere afinidad para unirse
a los receptores estrogénicos y que, dependiendo del tejido diana donde se realiza esta
unién, inducen efectos agonistas estrogénicos (tejido 6seo, sistema cardiovascular,
higado, etc.) o antagonistas estrogénicos (mama, endometrio) (Larionov et al., 2009;

Puhalla et al., 2009).

Diversos estudios (ATLAS, ATTOM) realizados con Tamoxifeno en pacientes
con cancer de mama han sefialado que se observo una reduccion en el riesgo de muerte y
de recurrencia con tratamientos prolongados de Tamoxifeno, con tiempos de seguimiento

de hasta 15 afios (Gray et al., 2013).

Sin embargo, el Tamoxifeno también tiene algunos efectos adversos tipicos de
agonistas de estrogenos y puede estar asociado con un mayor riesgo a padecer, por
ejemplo, un episodio de tromboembolismo. La actividad agonista también puede
provocar progresivamente el desarrollo de resistencias al Tamoxifeno, siendo necesario

cambiar el tratamiento de la paciente (Smith y Dowsett et al., 2003; Smith et al., 2004).

Paulatinamente, con el paso del tiempo y con la creacion de nuevas moléculas,
el Tamoxifeno ha dejado de ser la Unica opcion farmacoldgica a la hora de seleccionar
una molécula para pautar la hormonoterapia en pacientes con cancer de mama (Smith y
Dowsett et al., 2003; Smith et al., 2004). Ha sido sustituido, parcialmente, por otros
farmacos que también tienen como objetivo reducir la concentracion de estrégenos en
sangre mediante un mecanismo de accion completamente distinto que ha demostrado
tener menos efectos adversos en las pacientes. Estos farmacos se conocen con el nombre
de inhibidores de la aromatasa y, como su propio nombre sefiala, intervienen en todas
aquellas reacciones de aromatizacion que ocurren durante la sintesis de hormonas

esteroides, en concreto, durante la sintesis de estrogenos a partir de andrégenos,
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blogueando asi la actividad de esta enzima en el epitelio mamario y otros tejidos
periféricos, reduciendo asi la produccién local de estrogenos, lo que a su vez ayuda a

suprimir la recurrencia del tejido tumoral de mama (Bulun et al., 2012).

En el caso de la medicina veterinaria los 1A no son utilizados rutinariamente para
tratar a perras con tumores mamarios debido a la multitud de efectos adversos que se han
reportado (Morris et al., 1993).

3.2.2.1. Tratamiento del cancer de mama con farmacos con accion anti-

aromatasa

La aromatasa es una enzima de importancia en la cascada esteroidogénica, que
cataliza la conversion de andrégenos a estrogenos, ya sea por laviade laAd4 odela T,

dando lugar a la sintesis de E1 y E2 respectivamente (Carpenter et al., 2005).

La aromatasa se expresa en diversos tejidos, entre ellos, la placenta y en las
células de la granulosa de los foliculos ovaricos. También estd presente en tejidos
periféricos, incluyendo tejido adiposo, higado, musculo, cerebro (Simpson y Davis et al.,
2001). Ademas, se ha observado una mayor actividad de la aromatasa en el tejido adiposo
adyacente a los canceres de mama y puede promover el crecimiento de células malignas

(Carpenter et al., 2005).

Por lo tanto, la inhibicion de esta enzima conduce selectivamente a la privacion
de estrogenos y a la posterior inhibicion de la transcripcién mediada por hormonas, asi
como a una pérdida de efectos estrogénicos, efecto que no es posible obtener con el
tratamiento con SERMs (Gobbi et al., 2014). Este mecanismo de accion seria
particularmente efectivo en el cancer de mama en mujeres menopausicas, mientras que
en mujeres premenopausicas la reduccion de las hormonas circulantes inducidas por la

inhibicidn de su sintesis generaria, a partir de un proceso de retroalimentacion negativa,
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un aumento en la secrecion de gonadotropinas, lo que llevaria a un aumento en la

produccion de estrégenos en el ovario (Gobbi et al., 2014).

Los inhibidores de aromatasa inhiben parcialmente la secrecion de estrégenos
enddgenos sin interactuar directamente con los RE y, por lo tanto, tienen un mecanismo
de accion diferente al del Tamoxifeno (Pistelli et al., 2018). Por todo esto, los IA son una
alternativa viable al Tamoxifeno como primera linea de tratamiento para el cancer de

mama temprano y avanzado en mujeres postmenopausicas (Chumsri et al., 2011).

Dentro de los inhibidores de la aromatasa encontramos dos tipos:

e Esteroideos como la Exametasona.
e No esteroideos como el Letrozole (IA de primera generacion) o Anastrozole

(1A de tercera generacion).

Estos farmacos, a dia de hoy, estan indicados como terapia de primera linea en
tumores RE+ y/o metastaticos, y de segunda linea en casos en los que hay una resistencia
adquirida al Tamoxifeno, haciendo que éstos sean especialmente interesantes para ser
usados en terapias prolongadas (Testa et al., 2020). También estan indicados en mujeres
postmenopausicas con comorbilidades tromboembolicas o sin osteoporosis (Carpenter et

al., 2005).

Letrozole es un inhibidor no esteroideo de la sintesis de estrégenos con actividad
antineoplasica. Como inhibidor de la aromatasa de tercera generacion, Letrozole inhibe
de forma selectiva y reversible la aromatasa, lo que puede provocar la inhibicion del
crecimiento de las células de cancer de mama dependientes de estrogenos. Letrozole
bloquea la sintesis de estrogenos en mujeres postmenopausicas y se usa como terapia para
el cancer de mama positivo para el RE, generalmente después de la reseccion y después

del fracaso del Tamoxifeno (Gobbi et al., 2014; Carpenter et al., 2005). Ademas,
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Letrozole demostrd ser un 20% maés efectivo que el tratamiento de eleccién hasta el
momento, el Tamoxifeno, consiguiendo una reduccion significativa del tamafio del tumor
antes de la cirugia, pudiendo realizarse en muchos casos resecciones tumorales o

mastectomias méas conservadoras (Miller et al., 2002).

Por otro lado, Anastrozole es uno de los dos IA maés utilizados y validados
actualmente (Marti et al., 2020), que demostro en el estudio ATAC (The Arimidex,
Tamoxifen Alone or in Combination trial) su superioridad respecto al Tamoxifeno cuando
se evalud su uso individual o bien suministrado de forma combinada con otros farmacos.
Tras 68 meses de seguimiento, las pacientes que recibieron Anastrozole presentaron una
supervivencia libre de enfermedad significativamente superior a las tratadas con
Tamoxifeno. El estudio incluia un tercer brazo que combinaba ambos farmacos sin

mostrar beneficios (Baum et al. 2002).

En cuanto a los efectos secundarios, Anastrozole se asocié a una disminucion
significativa de eventos cerebrovasculares, fendmenos tromboembolicos, sofocos,
sintomas vaginales y carcinoma endometrial, aunque con mayor frecuencia se asocié a
problemas musculoesqueléticos como fracturas. Estos pueden deberse a la deprivacion
estrogénica y no ocurren con el Tamoxifeno ya que éste tiene una accion agonista

estrogénica sobre endometrio y hueso (Espinds et al., 2005).

En 2015, el Grupo Cooperativo de Ensayos de Cancer de Mama Temprano,
realizd un metaanalisis para determinar qué protocolo terapéutico era mas eficaz a 5 afios
en mujeres postmenopausicas con cancer de mama, valorando 3 protocolos adyuvantes
distintos: 1A continuo versus monoterapia con Tamoxifeno, Tamoxifeno secuencial e 1A
versus monoterapia con Tamoxifeno y Tamoxifeno secuencial e 1A versus monoterapia

con IA continua. Se mostrd que las terapias que combinaban IA y Tamoxifeno
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presentaron mejores tasas de recidivas y menor tasa de muerte a 5 afios, aunque estas

diferencias parecen disminuir a los 10 afios de seguimiento (EBCTCG et al; 2015).

Las Ultimas guias clinicas de ASCO (American Society of Clinical Oncology)
de 2018 para el tratamiento de cancer de mama RE+ afirman que, en mujeres
premenopausicas con un tumor mamario RE+ esta indicada la terapia adyuvante con
Tamoxifeno. Sin embargo, para pacientes postmenopdusicas, indica que existen cuatro

regimenes de tratamiento diferentes (Burstein et al., 2018):

1. Monoterapia con IA durante 5 afios.
2. Tratamiento secuenciado con Tamoxifeno e IA durante 5 afios.
3. Monoterapia con Tamoxifeno extendido durante 10 afios.

4. Tamoxifeno seguido de IA prolongada durante 10 afios.

Actualmente y desde hace ya una década, numerosos protocolos terapéuticos se
han desarrollado para administrar tratamientos adyuvantes en mujeres con cancer de
mama positivos a receptores hormonales, especialmente RE+. En este escenario, se ha
recomendado la administracion de 1A (Anastrozole, Letrozole, principalmente) solos o

de forma combinada con Tamoxifeno (van Hellemond et al., 2018).

Respecto a la evidencia disponible en medicina veterinaria sobre resultados de
tratamientos de tumores hormodepedientes (prostaticos o0 mamarios, principalmente) con
IA, destacar que hay poca evidencia al respecto. Gonzélez y colaboradores (2009)
afirmaron que el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna en perros es seguro y

eficaz.

Por otro lado, de Andrés y colaboradores (2016) realizaron un estudio in vitro

en el que compararon la respuesta al tratamiento con Letrozole de una linea celular de
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IBC (IPC-366) y otra de IMC (SUM149), observando que dicho farmaco producia una

disminucidn de la proliferacion celular en ambas lineas celulares de IBC e IMC.

3.2.2.2. Tratamiento del cancer de mama con farmacos con accion

antisulfatasa

La sulfatasa esteroidea o STS es una enzima citoplasmatica responsable de la
conversion de las formas inactivas y circulantes de sulfato de estradiol (SO4E2) y sulfato
de estrona (SO4E1) en estradiol (E2) y estrona (E1) no conjugados y biolégicamente
activos, haciendo que puedan unirse selectivamente a sus receptores para ejercer su
mecanismo de accion (Foster et al., 2006). Ademas, algunos autores sefialan que estas
formas sulfatadas acttian como reservorios en los tejidos, de sus formas bioldégicamente
activas y, por ello, es interesante contemplar la enzima que participa en su conversion
como una diana terapéutica para reducir la concentracion de estrégenos en sangre (Purohit
et al., 2012). La concentracion de estas formas sulfatadas es mucho mayor que la de sus
formas no conjugadas (Pasqualini et al., 1989) debido a que son capaces de unirse a la
albimina y aumentar su vida media en sangre hasta, aproximadamente 9 horas, un tiempo

mucho mayor que el que tienen laE1y el E2 (Ruder et al., 1972).

Adicionalmente a lo anterior, es importante sefialar que la STS también hidroliza
el DHEA-S a DHEA, un andrégeno que también podria ser importante en tumores
mamarios y también de prostata (Pasqualini et al., 2004; Foster et al., 2006). Algunos
estudios han sefialado que tanto el DHEA-S como la DHEA pueden actuar como
precursores para la formacion de esteroides con propiedades estrogénicas como el 5-
androstenediol (también conocido como adiol) y, existen hipotesis de que tanto el adiol

como la DHEA estimulan la proliferacién de células tumorales mamarias (Saha et al.,
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2019). No obstante, hay otros autores que defienden que la DHEA tiene un efecto

protector frente al cancer de mama (LOpez-Marure et al., 2011).

Se cree que la STS es una enzima ubicua presente en todo el cuerpo y, como
consecuencia de ello, cuando se activa su mecanismo de accion, las concentraciones de

estrogenos que es capaz de generar son significativas (Reed et al., 2005).

Cada vez hay mas pruebas que apoyan la importancia de STS en tumores
mamarios. El resultado de una mayor actividad de STS podria dar lugar a una
concentracion de E2 10 veces mayor en el tejido mamario patologico, cuando se compara
con su concentracion en el plasma sanguineo de las pacientes, originada a través de la

ruta de la sulfatasa y no a través de la ruta de la aromatasa (Pasqualini et al., 1996).

Existen diversos tipos de inhibidores de la sulfatasa, entre los cuales destacamos
el STX-64 (también conocido como Irosustat 0 677 Coumato). Es un sulfamato triciclico
cumarinico de primera generacion cuyo mecanismo de accion hace que actie como un
inhibidor irreversible de la enzima sulfatasa, impidiendo la sintesis de estrogenos
biol6gicamente activos, asi como el crecimiento celular en tumores hormono-
dependientes como son los de mama, ovario y endometrio (Reed et al., 2005).
Actualmente, se esta investigando su eficacia y seguridad en el tratamiento de céncer de

mama metastatico y en el cancer de mama localmente avanzado (Shah et al., 2016).

Se han realizado dos estudios de fase | con este farmaco y en ambos estudios,
STX-64 no produjo toxicidades bioguimicas o hematologicas en las pacientes con IBC
tratados con esta molécula (Stanway et al., 2006; Coombes et al., 2013). En ambos
estudios se determind que STX-64 tenia un buen perfil de seguridad, era bien tolerado y
no presentaba toxicidades hematoldgicas y bioquimicas. Ademas, se observo una

reduccion significativa a nivel sistémico (en suero sanguineo) de las concentraciones de
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El, E2, androstenodiol y DHEA, asi como una reduccion significativa del tamafio del
tumor. También se realizaron tratamientos a nivel in vitro de STX-64 utilizando las lineas
de céancer de mama MCF-7 WT y MCF-7 STS, observandose una marcada reduccion de
la multiplicaciéon celular. Estos resultados abrieron una posible nueva opcion de
combinarse con otros fArmacos para obtener sinergias terapéuticas, como por ejemplo los
inhibidores de la aromatasa, f&rmacos de conocida eficacia y seguridad en el cancer de
mama (Stanway et al., 2006). Esta posible nueva estrategia fue evaluada posteriormente
(estudio IRIS), en fase Il realizado en pacientes con cancer de mama RE+ localmente
avanzado o metastatico, a las que previamente se les habia suministrado IA con el objetivo
de evaluar si suministrandose 1A de forma continuada junto con STX-64, se traducia en
una mejora clinica o no. Se determind que, aunque es necesario seguir investigando esta
nueva combinacion, se observd una mejoria clinica o estabilizacion de la enfermedad en
un conjunto de pacientes tratadas y que el protocolo terapéutico era seguro y bien tolerado

por las pacientes (Palmieri et al., 2017).
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V. HIPOTESISY OBJETIVOS
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En la investigacion del carcinoma inflamatorio de mama humano (IBC) existen
un namero limitado pero creciente de lineas celulares disponibles para la realizacion de
estudios, siendo la mas utilizada SUM-149. En la variante de esta enfermedad que afecta
a la especie canina, conocida como IMC o Inflammatory Breast Carcinoma o carcinoma
inflamatorio mamario canino, la disponibilidad de lineas celulares para investigar es muy
reducida. Hace escasos afios se establecid la linea IPC366, primera linea inmortal de IMC
triple negativo. IPC-366 y SUM149 comparten muchas caracteristicas tanto in vitro como
in vivo. Ambas lineas celulares son triple negativas y presentan un inmunofenotipo

similar de expresion de marcadores de células madre.

Nuestra hipdtesis es que las lineas celulares IPC-366 y SUM 149 van a responder
de forma similar a los tratamientos in vitro e in vivo con Flutamida, Letrozole y STX-64,

lo que permitira establecer el IMC como modelo para estudiar el IBC.

Para confirmar esta hipdtesis, en esta Tesis Doctoral se analizaran las similitudes
y diferencias entre el IBC e IMC in vitro e in vivo, centrandose en estudiar su respuesta a
Flutamida (farmaco con accién antiandrogeno), Letrozole (farmaco con accion
antiaromatasa) y STX-64 (farmaco con accion antisulfatasa) y asi también evaluar la
utilidad de establecer el IMC como modelo para estudiar el IBC, valorando los tres
tratamientos anteriormente citados como una opcion terapéutica mas. Para ello, se han

establecido los siguientes objetivos:

1. Comparar la respuesta de las lineas celulares IPC366 y SUM 149 al tratamiento
in vitro con Flutamida, Letrozole y STX-64. Para ello, se analizara la respuesta a
los mismos controlando diariamente durante la duracion del experimento la

viabilidad de las células y su proliferacion.
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2.

Realizar un analisis de hormonas (P4, P5, DHEA, A4, SO4E1, E2, T, DHT)
presentes en el medio de cultivo con el objetivo de conocer cOmo varia su sintesis
durante el tratamiento y se compararan dichas variaciones entre las dos lineas

celulares.

Analizar la tumorogenicidad de ambas lineas celulares en ratones hembra
Balb/SCID que han sido xenotrasplantadas para determinar las similitudes y
diferencias derivadas del microambiente hormonal del tumor, en el crecimiento y

la evolucion del tumor generado, asi como la aparicién de metéastasis.

Comparar la respuesta a los tratamientos administrados, analizando la evolucién
del tamafio del tumor, la presencia o ausencia de metastasis y la respuesta a nivel
hormonal de cada tratamiento, tanto en sangre como en el homogeneizado del

tumor.
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V. MATERIAL Y METODOS
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1. Cultivos celulares utilizados: IPC-366 y SUM 149

1.1. Origen de las lineas celulares

La linea celular SUM149 fue establecida en 1999 por Forozen y colaboradores
a partir de un carcinoma ductal invasivo de una mujer con Carcinoma Inflamatorio
Mamario (IBC) que no respondia a la quimioterapia. Se trataba de un IBC RE negativo,
PR negativo y HER-2 positivo (no activado), de morfologia celular mixta. SUM 149 es
una linea celular inmortal de cariotipo anormal y que expresa citoqueratinas luminales 8
y 18 (Neve et al., 2006). Las células utilizadas para la realizacién de esta Tesis Doctoral

se obtuvieron de Asterand, Plc (Detroit, EEUU).

La linea celular IPC-366 fue establecida en 2015 en el Departamento de
Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de
Madrid. Se desarroll6 a partir de muestras de un carcinoma inflamatorio mamario canino,
tomadas inmediatamente después del sacrificio humanitario de una perra de raza mestiza
de 10 afios de edad. La necropsia, realizada por el servicio de Anatomia Patol6gica del
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad Complutense de Madrid, confirmé el
diagnostico de IMC (tratdndose especificamente de un carcinoma tipo lobulillar de grado
I) y tras éste, se procedid al procesado de las muestras para obtener la primera linea

celular inmortal de Carcinoma Inflamatorio Canino triple negativo (Caceres et al., 2015).

1.2. Mantenimiento y pase celular.

La linea IPC-366 se cultivé en la mezcla de nutrientes media Eagle modificada
de Dulbecco F-12 Ham (DMEM/F12) que contiene 10% de Suero Fetal Bovino (SFB)
(Sigma Aldrich), solucion de penicilina-estreptomicina al 1%, 1% de anfotericina By 1%

de L-glutamina (Sigma Aldrich). La linea SUM149 se mantuvo en medio Ham's F-12
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suplementado con SFB al 10% (Sigma Aldrich), hidrocortisona 1 pg/ml, insulina 5 pg/ml

y solucién de penicilina-estreptomicina al 1% y 1% de anfotericina B (Sigma Aldrich).

Ambas lineas celulares se cultivaron en flask T-75 cm2 (Controltecnica,
Madrid), los cuales se mantuvieron en un incubador de CO, (Nuaire modelo NU-4750E)

(Plymouth, MN, EEUU) a 37°C con un 5% de CO2y una atmosfera humidificada.

Los cultivos celulares se observaron diariamente mediante microscopia invertida
(Optika, modelo XDS-2, Italia) para verificar la viabilidad y el crecimiento celular.
Durante el periodo de preparacion de los cultivos celulares (Figura 18), necesarios para
el desarrollo de los tratamientos in vitro y la inoculacion en las ratonas objeto del ensayo
in vivo, se procedio al cambio de medio de cultivo cada 72 horas con el objetivo de
garantizar que las lineas celulares se encontrasen en Optimas condiciones para
multiplicarse. Cada vez que se observé en los controles diarios una confluencia celular
del 75% en un flask, se procedié al despegado y transferencia de las células a nuevos

flask.

Figura 18: Flask que contienen las lineas celulares IPC-366 y SUM149 en proceso de preparacion

para el inicio del experimento in vitro. (Fuente: elaboracion propia)

Para la realizacion de este proceso de transferencia de células, en primer lugar,

las células se lavaron con una solucién Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), con 1%
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de antibiotico, para retirar todos los artefactos que pudiera haber. Una vez lavadas, se les
agregd una solucion de tripsina (Trypsin-EDTA Solution al 0,25%) (Sigma Aldrich,
Madrid) que se dejo actuar durante 2 minutos en el incubador de COa. Transcurrido este
tiempo, se observaron las células al microscopio invertido para comprobar si se habian

despegado del frasco de cultivo y se encontraban en suspension.

Posteriormente, sin desechar la tripsina, se inactivé la misma con medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma Aldrich, Madrid) suplementado con un
10% de SFB. Todo este contenido fue trasferido desde el frasco de cultivo a un tubo
Falcon y éste se centrifugd a 1000 r.p.m durante 5 minutos a 20°C. El pellet de células
resultante fue resuspendido en medio DMEM/F12 suplementado y transferido a los
nuevos flask de cultivo. Generalmente estas células resuspendidas se repartian en 2-3

flask hasta un maximo de 6 para facilitar y estimular la multiplicacion de las mismas.

1.3. Curva de crecimiento celular

Para conocer el crecimiento de las lineas celulares IPC-366 y SUM 149, las
células fueron transferidas a placas de cultivo de 6 pocillos (Controltecnica, Madrid) en
una concentracion de 108 células por pocillo con el medio especifico de cada linea celular.
Cada dia, durante 10 dias, se contaron las células de tres pocillos usando un
hemocitdmetro. Se utilizé la media del contaje de cada dia para, posteriormente,
representarla graficamente y observar la evolucion del crecimiento de las células en

cultivo.
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2. Farmacos utilizados en los tratamientos

2.1. Flutamida: descripcién, mecanismo de accion y preparacion.

CHs

ZT

La Flutamida (Figura 19) es un agente antiandrogénico no
CHj

esteroideo con una estructura similar a los androgenos y, por lo tanto, O.N 0

. - . , CFs3
debido a su similitud, compite con los andrégenos y se une a su receptor,

Figura 19. Férmula quimica

bloqueando o inhibiendo su accion. de la Elutamida

Se diluyeron 5mg de Flutamida (Sigma Aldrich) en 1ml de dimetil sulfoxido
(DMSO), que utilizamos como disolucién madre, para luego elaborar las disoluciones
problema con las tres concentraciones seleccionadas para la realizacion de este
experimento. Se calcul6 el volumen de disolucion madre necesario para obtener la dosis

deseada en un volumen final de 100ml, que se completé con medio de cultivo.

Dosis Flutamida in vivo Dosis Flutamida in vitro
5 mg/Kg 5uM
10 mg/Kg 10pM
15 mg/Kg 15uM

Tabla 3. Dosis calculadas para la elaboracién de las diluciones para los tratamientos de

Flutamida.
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2.2. Letrozole: descripcion, mecanismo de accion y preparacion.

N\ //N

. . . . A
Letrozole (Figura 20) inhibe selectivamente la enzima O O

aromatasa, por union competitiva al grupo hemo del citocromo
N
¥ <
-z , . N
P450 de la aromatasa, dando lugar a una reduccion de la sintesis \\_Z
Figura 20. Férmula quimica

de estrogenos en todos los tejidos donde esta presente.
de Letrozole

Se diluyeron 5mg de Letrozole (Sigma Aldrich) en 1ml de DMSO, que
utilizamos como disolucién madre para luego elaborar las tres disoluciones problema. De
la misma manera que en el tratamiento anterior, se calculé el volumen de disolucion
madre necesaria para obtener la dosis deseada en un volumen final de 100ml, que se

completo con medio de cultivo (Tabla 4).

Dosis Letrozole in vivo Dosis Letrozole in vitro
1 mg/Kg 0,35 uM
5 mg/Kg 0,7 uM
10 mg/Kg 1,05 uM

Tabla 4. Dosis calculadas para la elaboracion de las diluciones para los tratamientos de

Letrozole.
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2.3. STX-64: descripcién, mecanismo de accion y preparacion.

STX-64 (Figura 21) es un inhibidor de la enzima

sulfatasa, y por ello impide la conversion de sulfatos de X
esteroides hormonalmente inactivos, tales como DHEA 9

H.N-S-0 0o 0
sulfato (DHEA-S) y sulfato de estrona (EL1S), en sus (':']

respectivas formas activas, DHEA y estrona (que, a su vez,

Figura 21. Férmula quimica

pueden ser transformadas en andrégenos y estrogenos mas de STX-64

potentes, respectivamente).

Se diluyeron 5mg de STX-64 (Sigma Aldrich) en 1ml de DMSO, que utilizamos

como disolucion madre para luego elaborar las tres disoluciones problema (Tabla 5).

Dosis STX-64 in vivo

Concentracion STX-64 in vitro

1 mg/Kg 1,5 uM
5 mg/Kg 3 UM
10 mg/Kg 4,5 uM

Tabla 5. Dosis calculadas para la elaboracién de las diluciones para los tratamientos de

S3TX-64.

3. Tratamientos in vitro

3.1. Preparacion de las lineas celulares.

Para cada tratamiento se prepararon 6 flask control y 6 flask para cada una de las

tres dosis, conteniendo cada uno 1,5 millones de células previamente sembradas el dia

anterior al comienzo del experimento. Diariamente se realizd un control visual y

fotografico de las células (a 20X) para identificar cualquier clase de anomalia y estudiar

la morfologia celular durante el experimento. Las fotografias se realizaron a todos los

grupos de tratamiento, seleccionando aleatoriamente 3 flask por grupo.
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3.2 Tratamiento in vitro de las lineas celulares

Cada farmaco, previamente preparado a partir de la solucion madre, se
administrd a tres dosis distintas y crecientes, analizando sus efectos a las 24, 48 'y 72 horas
tras la administracion. Cada dia del tratamiento se seleccionaron 2 flask al azar por dosis,

siguiendo en todos los casos el mismo procedimiento:

1. Fotografiado de las células a 20X.

2. Retirada de medio de cultivo para posterior analisis EIA (Enzimo-
inmuno-analisis)

3. Realizacidn de analisis (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] — 5- (fenil 3-
carboximetil) -2- (sulfofenil) 2H — tetrazolio) (MTYS).

4. Obtencion de pellet para futuro analisis anatomo-patolégico.

3.3.0btencion de medios de cultivo y pellets

De cada tratamiento se seleccionaron cada dia 2 flask, de los cuales se recogieron
dos alicuotas del medio en tubos Eppendorf Maldi-tof y se conservaron a -80°C hasta su
procesado. Estos flask, seguidamente, se tripsinizaron para obtener el pellet de células

(Figura 22).

A continuacion, se procesaron 2 flask control y otros 2 de cada tratamiento para
realizar el analisis MTS con el objetivo de conocer como vari6 el numero de células vivas
segun la dosis del tratamiento y el tiempo de exposicidn al mismo. Por ultimo, se volvio
a centrifugar el homogeneizado a 1.000 r.p.m. 5 minutos a 20°C y una vez desechado el
sobrenadante, se adicion6 formol al pellet obtenido, se homogeneizé el contenido de

todos los eppendorf en un vortex y se volvieron a centrifugar, esta vez a 3.200 r.p.m
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durante 15 minutos a 20°C. Una vez completado todo el protocolo, se enviaron las

muestras al laboratorio de Anatomia Patoldgica para su procesado.

Figura 22. Fotografia de los pellet obtenidos tras la centrifugacién (Fuente: elaboracion propia)

4. Tratamiento in vivo

4.1. Animales

Se obtuvieron ratones hembra Balb/SCID de los Laboratorios Harlan
(Barcelona, Espafia) que fueron enviados a primera hora de la mafiana para minimizar el
estrés del envio y se alojaron en el animalario (con nimero de registro de la comunidad
de Madrid: ES-28079-00000090) de la Seccion Departamental de Fisiologia (Facultad de

Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid).

El tamafio de muestra requerido para comparar simultdneamente las medias
normales de los cuatro grupos experimentales (control mas tres tratamientos) se calculd
asumiendo un riesgo de falsos positivos (nivel significativo) o = 0.05, un riesgo de falsos
negativos = 0,1. La estimacion del tamarfio de la muestra se realizé utilizando el modulo
de determinacion del tamafio de la muestra, del paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA) y para este experimento,

el tamafio de muestra requerido para cada grupo de tratamiento fue de 7.

Las ratonas se alojaron en jaulas de policarbonato dentro de un rack ventilado

(Figura 23), en una habitacion de ambiente controlado (temperatura: 23 + 2 ° C, humedad
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relativa: 50 + 10%, ventilacién frecuente y ciclo de luz de 12 h). Fueron alimentados con
pellets libres de soja (Dyets Inc., Bethlehem, PA). Antes de su utilizacion, los animales

fueron sometidos a un periodo de aclimatacion de 4 dias.

Figura 23. Jaulas de policarbonato en un rack ventilado de las ratonas del estudio en el

Animalario de la Seccion Departamental de Fisiologia

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad
Complutense de Madrid, Espafia, aprob6 el protocolo experimental para este estudio
(numero: 115). Todos los procedimientos se completaron de acuerdo con la Guia para el

cuidado y uso de animales de laboratorio y se ajustaron a la directiva pertinente de la UE.

4.2. Inoculacién de las células

En el presente estudio, se inoculd subcutaneamente una suspension de 10°
células IPC-366 0 SUM149 en la region ventral de las ratonas Balb/SCID de 8 semanas
de edad. Antes de cada procedimiento, los animales fueron anestesiados con isofluorano
(IsoVet) al 4% para la induccion y posteriormente a 1,5% para el mantenimiento de la

sedacion, siendo éste suministrado con un flujo de 0,5 litros de oxigeno/minuto.
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Las ratonas fueron inspeccionadas semanalmente para vigilar el desarrollo de los
tumores y cuando éstos alcanzaron un didmetro de 0,5 cm, se inicio el tratamiento de los

animales.

4.3. Desarrollo del tratamiento in vivo

Las ratonas se dividieron en cuatro
grupos: grupo control y tres grupos de
tratamiento (dosis 1, 2 y 3). Se inyect6 a las
ratonas cada tres dias y durante un total de 15
dias, el tratamiento que correspondiese y se

midié el tamafio del tumor (largo y ancho) con

un calibre (Figura 24), anotando cualquier

Figura 24: Momento de medicion del

anomalia fisica que se observase.
tamafio del tumor (Fuente: elaboracion

propia).

4.4. Eutanasia, analisis post-mortem y obtencién de muestras para posterior

andlisis laboratorial.

Las ratonas fueron sacrificadas cuando los tumores alcanzaron un volumen de
1,5 cm® o bien a los 15 dias de iniciar el tratamiento. Todas ellas fueron sacrificadas con
una dosis letal de isofluorano (IsoVet). Las muestras recogidas para su posterior analisis

fueron:

e Suero sanguineo: Previo a la eutanasia y tras ser anestesiados los animales, se
extrajo toda la sangre intracardiaca posible con el objetivo de obtener el mayor
volumen de suero para cuantificar las hormonas deseadas de la cascada

estereidogénica, mediante la técnica EIA.
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Necropsia: tras sacrificar a las ratonas, se les practicé la necropsia con el objetivo
de encontrar metastasis y cualquier otra alteracion organica en los animales. Se
tomaron muestras de higado y pulmoén para futuros estudios histologicos.
Tumores: todos los tumores fueron extraidos con piel y medidos de nuevo (Figura
25). Se dividieron en dos mitades: una mitad se deposito en un frasco, previamente
identificado, conteniendo paraformaldehido 5% para realizar un estudio anatomo-
patologico y la otra mitad se homogeneizd en suero fisiologico, para cuantificar
las hormonas presentes en dicha muestra mediante EIA.

Homogeneizados de tumores: Se pesaron 0,5 g de tejido que se cortd y se
introdujo en un macerador Pobel con 5mL de PBS. Posteriormente, se macero el
tejido hasta que estuvo homogeneizado y el liquido resultante se pasé a un tubo
de ensayo que se centrifugo a 1.452 x g, 20 min a 4°C. Por altimo, se recogio el
sobrenadante, en tubos debidamente etiquetados, y se congelo hasta su posterior

analisis hormonal.

Figura 25: Medicion ex situ del tumor recién extirpado (Fuente: elaboracion propia).
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5. Técnicas EIA

Para la determinaciéon de las concentraciones de hormonas esteroides en los
medios de cultivo, se realiz6 una técnica EIA de amplificacion mientras que para los

macerados de tumores y sueros se realizé una técnica EIA de competicion.

Tanto en homogeneizados tumorales y sueros como en los medios de cultivo, las
hormonas esteroides que se determinaron fueron P4, P5, A4, SO4E1, E2, T y DHT. Las
técnicas EIA utilizadas han sido desarrolladas y validadas en el Laboratorio de
Endocrinologia de la seccion departamental de Fisiologia Animal (Facultad de

Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid).

El EIA de competicién se basa en la competicion que se establece entre la
hormona libre sin marcar (estandar o problema) y la hormona marcada con peroxidasa
(HRP), por unirse a un anticuerpo especifico fijado a una fase sdlida. Posteriormente,
mediante una reaccidon colorimétrica que se produce entre la enzima y un sustrato-
cromogeno, es posible medir la cantidad de hormona unida al anticuerpo. La técnica EIA
de amplificacion es una variante del EIA de competicion. En esta variante no existe tal
competicion, sino que se favorece que la hormona problema se una al anticuerpo vy,
posteriormente, el conjugado se une a los sitios de union del anticuerpo que hayan

quedado libres.

5.1. Desarrollo de las técnicas EIA

Ambas técnicas, tanto el EIA de competicion como el de amplificacion,
comparten pasos del proceso. A continuacion se detalla el protocolo a seguir del EIA de
competicion incluyendo, donde sea pertinente, las modificaciones que se llevan a cabo en
el EIA de amplificacién. En la Tabla 7, se resumen todos los anticuerpos y conjugados
utilizados en esta técnica, asi como las diluciones utilizadas y los tiempos de incubacion

de sustrato.
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Tiempo de
Anticuerpo Dilucion Conjugado Dilucion
Sustrato

Anti-A4 (C9111) 1/4.000 | A43CMO:HRP | 1/20.000 30 min

Anti-E1 GLUC (R522-2) | 1/4.000 | E1GLUC:HRP | 1/40.000 5 min

Anti-E2 (C6E91) 1/4.000 | E2 3CMO:HRP | 1/40.000 10 min
Anti-P4 (CL425) 1/6.000 | P4 3CMO:HRP | 1/80.000 5 min
Anti-T (R156) 1/8.000 | T 3CMO:HRP | 1/40.000 5 min

Tabla 7. Anticuerpos y conjugados utilizados para las técnicas EIA

Para la cuantificacion de las hormonas P5, DHEA y DHT se utilizaron kit comerciales de

Demeditec Diagnostics (Alemania).

5.2. Extraccion de hormonas esteroides en muestras de sueros

Antes de comenzar con la técnica, para la determinacion de las hormonas E2 y
P4 en las muestras de suero, éstas deben ser extraidas, ya que estas hormonas se
encuentran unidas a proteinas de transporte. En el caso de E2, se tomaron 20puL de suero
y se disolvieron en 2mL de éter dietilico (Panreac, Barcelona). Dicha mezcla se agit6 en
un vortex (Reax 2000, Heindolph) durante 40 segundos. A continuacién, se sumergio una
gradilla con los tubos de ensayo en una cubeta con metanol (Panreac, Barcelona) y nieve
carbonica de tal manera que en el fondo del tubo se formé un sedimento congelado y un
sobrenadante liquido, donde se encontraba el esteroide libre. Este sobrenadante se volco
a otro tubo de ensayo limpio y se mantuvo durante 24 horas en una campana de extraccion

para su completa evaporacion.

Para la extraccion de P4, se tomaron 20uL de la muestra y se disolvieron en 2mL
de éter de petréleo (Panreac, Barcelona). El proceso de extraccion fue el mismo que para

E2.
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5.3. Adsorcion de los anticuerpos a la fase sélida

En esta primera fase del ensayo se tapizaron microplacas de poliestireno de 96
pocillos (Greiner Bio-one; Frickenhausen, Alemania) con la diluciéon apropiada del
anticuerpo para la hormona a determinar (Tabla 7). Todas las diluciones de anticuerpo se
realizaron en buffer coating (carbonato sodico (0.05M), carbonato de sodio hidrégeno

(0.05M), thimerosal 1%; pH: 9,6).

Una vez realizadas las diluciones de anticuerpo, se afiadieron 100uL de las
mismas en todos los pocillos de la placa dejando libre el primer pocillo para utilizarlo
como blanco. Por dltimo, las placas se sellaron con una tapa de acetato y se dejaron
incubar 16 horas a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las placas tapizadas con solucién de
lavado utilizando un lavador de placas (Anthos Washer Fluido 1IWK Model 24 500,

Anthos Labtec Instruments, USA).

5.4.  Preparacion de las curvas estandar

Para trazar la curva estandar de cada una de las hormonas, se partié de una
solucién madre de hormona esteroide, a partir de la cual se hicieron diluciones seriadas
de la misma en etanol absoluto (Panreac, Barcelona), hasta obtener un total de 6
estandares (0,1 pg; 1 pg; 10 pg; 100 pg; 1000 pg; 10000 pg/100uL). Se prepararon seis

tubos con 10uL de cada uno de los estandares.

Posteriormente, se evapord el etanol en un evaporador y el extracto se disolvio
en 500uL de conjugado. Cuando se tapizo la placa con las muestras, se afiadieron 50uL
de cada estandar con conjugado y 50uL de buffer EIA (Fosfato de sodio dihidrdégeno
monohidratado (0.01M), fosfato di-sodio hidrogeno anhidro (0.01M), cloruro de sodio

(0.9M), BSA 1%, Thimerosal 1%; pH: 7,0) en los pocillos apropiados de la placa.
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5.5.  Reaccion de competicion

Este paso solo se da en la técnica EIA de competicién. En esta fase tiene lugar
la reaccion entre la hormona libre (muestra estandar o muestra problema) y la hormona
conjugada con peroxidasa. Para ello se realiz6 una dilucion de conjugado en solucién
buffer EIA. Una vez obtenida la dilucién de conjugado, se afiadieron 250uL de la misma
en 50pL de las muestras problema. Por otro lado, a las muestras de sueros extraidas
previamente, se les afiadié 150uL de conjugado. Con esta mezcla de muestra (extraida o
no extraida) y conjugado, se tapizaron los pocillos de la placa afiadiendo 60uL de la
misma y 40puL de buffer EIA. Cada muestra se analizé por duplicado. Por ultimo, se
volvieron a tapar las placas y se dejaron incubar 2 horas a temperatura ambiente

(aproximadamente 22°C) y en agitacion.

Para la cuantificacion de las hormonas P5, DHEA y DHT con el Kit Demeditec
Diagnostuics se utilizaron microplacas cuyos pocillos estaban recubiertos con un
anticuerpo anti P5, anti-DHEA y anti-DHT. Una cantidad desconocida de DHEA presente
en la muestra compitié con un conjugado de P5, DHEA y DHT-peroxidasa por unirse al
anticuerpo recubierto. Después de la incubacion, se lavél conjugado no unido. La cantidad
de conjugado de peroxidasa unida es inversamente proporcional a la concentracion de

DHEA en la muestra.

5.6. Tapizado de placas para el EIA de amplificacion

El tapizado se realiza de la misma manera que se explico en el 5.3. Una vez
lavada la placa, se dispensaron 50uL de estandares de cada hormona y 50uL de buffer
EIA, ademas de 60uL de muestra y 40uL de buffer EIA en los pocillos correspondientes

por duplicado. A continuacion, se cubrio la placa y se dejo incubando en agitacion a 4°C
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durante toda la noche. Al dia siguiente, sin lavar la placa, se afiadieron 50uL de la
dilucion de conjugado correspondiente en todos los pocillos de la placa. Se taparon las

placas y se dejaron incubando 2 horas a temperatura ambiente y agitacion.

5.7.  Adicidn del sustrato y del cromogeno

En primer lugar, se lavaron las placas; de esta forma, se tiene en la placa sélo la

cantidad de hormona que se haya unido al anticuerpo.

Como sustrato se utilizd peroxido de hidrégeno que va diluido en un tampén
sustrato que lleva el cromogeno timidilbencidina (Enhanced K Blue, Neogen, USA). Se

afiadieron 100pL del mismo en todos los pocillos.

Posteriormente, se sell6 y se incub6 a temperatura ambiente el tiempo necesario
segun la hormona (Tabla 7). Transcurrido este tiempo, se frend la reaccion enzimética
afiadiendo 100uL de una solucion de &cido sulfarico al 10% en todos los pocillos de la

placa.

5.8. Lecturade las placas.

Se basa en cuantificar la densidad Optica del color desarrollado en cada pocillo
cuya intensidad es inversamente proporcional a la concentracion de la hormona en la
muestra. Para ello se utilizd un lector automatico EIA (Microplate Reader A4,
Eurogenetics, Bélgica) con filtros de 450 y 600 nm, y de lectura bicromatica, lo cual

elimina el color producido por una posible reaccion inespecifica de fondo.

5.9. Procesado de los resultados

Los resultados se evaluaron mediante un software disefiado por el Departamento
de Informatica de la Universidad de California (Davis, EEUU) que traza las curvas patron

enfrentando en el eje de abscisas las concentraciones estandar de las hormonas y en el eje
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de ordenadas el porcentaje de union de las muestras con el anticuerpo. Una vez calculadas
las curvas patron, el programa calcula las concentraciones hormonales de las muestras
tomando como referencia estas curvas. Para expresar las concentraciones en unidades
correctas se introdujo un factor de correccion. En el caso de los medios de cultivo y sueros
las concentraciones se expresaron en ng/ml, excepto las concentraciones de E2 en suero
que se expresaron en pg/ml. Sin embargo, en el caso de los homogeneizados tumorales,

las concentraciones se expresaron en ng/g.

6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el apoyo del Centro de Célculo de la
Universidad Complutense de Madrid, mediante el empleo de los programas estadisticos
SAS 9.4 (Statistical Analysis Systems, SAS/STAT, Inst. Inc, Cary NC, EEUU) y Sigma

Plot (Systat software Inc, Chicago, IL, EEUU). Se analizaron variables estadisticas sobre:

e Lineas celulares IPC-366 y SUM149.

e Respuestas a los tratamientos in vivo e in vitro.

e Parametros de crecimiento tumoral y % metastasis.

e Concentraciones de P4, P5, T, DHT, A4, SO4E1, DHEA y E2 en macerados,
sueros y medios de cultivo.

e Parametros de la técnica de EIA de amplificacion: precision, sensibilidad,

coeficientes de variacion y paralelismo.

En primer lugar, se realizd un analisis descriptivo de todas las variables
numéricas incluyendo los valores de media, desviacion estandar y error estandar. Se
utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnoff para evaluar la distribucion de los datos
obtenidos de los tratamientos in vitro e in vivo. Dado que los datos no seguian una

normalidad, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los datos y la prueba de
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Mann-Whitney (Wilcoxon) para comparar las medias. Para comparar los resultados de
los tratamientos in vitro e in vivo entre IPC-366 y SUM-149, se us6 un test no paramétrico
de Wilcoxon de suma de rangos con el programa SAS 9.4. Los datos se mostraron como
medias terror estandar y en las comparaciones estadisticas, los valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

En el caso de la viabilidad celular medida por el andlisis de MTS, los test
estadisticos utilizados fueron los mismos. En las pruebas de tumorogenicidad o
crecimiento de las células en ratones SCID, se realizd el test de Suma de Rangos de
Wilcoxon para comparar las dos lineas celulares (IPC-366 y SUM149) en cada grupo de
tratamiento. Para las comparaciones entre grupos en cada linea, se utilizd el test de
Kruskal-Wallis seguido de un test de comparaciones multiples para ver las comparaciones
por pares, en el caso de que el contraste general fuera significativo. Para las
comparaciones entre las semanas en cada linea celular y grupo se realizé el test de Rangos

Signados de Wilcoxon con la correccion de Bonferroni.

Los resultados de niveles hormonales en sueros y macerados se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre las medias de los
grupos se analizaron mediante analisis unidireccional de la varianza (ANOVA), seguido

de las pruebas de comparaciones multiples post hoc.

Para la estadistica de los parametros de validacion de la técnica EIA de
amplificacion se utilizo el analisis ANCOVA. Para la comparacion las concentraciones
hormonales y las lineas celulares se utilizé un analisis de regresion lineal. En todos los
analisis estadisticos el nivel de confianza fue del 95% y se consideraron diferencias
estadisticamente significativas para los valores p<0,05. Los resultados han sido

expresados como media + error estandar.
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V1. RESULTADQOS
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x 109 células

1. Tratamiento con Flutamida.

1.1. Tratamiento in vitro
1.1.1. Contaje y viabilidad celular

La adicién de Flutamida a los medios de cultivo de IPC-366 y SUM 149 produjo
una reduccion significativa (p<0,05) y dosis-dependiente en ambas lineas celulares

durante el tiempo de seguimiento (3 dias) (Figura 26. A-B).

En consonancia con lo anterior, la viabilidad de ambas lineas celulares tratadas
con Flutamida también se redujo de forma tiempo y dosis-dependiente pero sin observarse

diferencias estadisticamente significativas (Firgura 27).

Esta reduccién de la viabilidad y densidad celular, unido a un cambio de
morfologia pudo visualizarse por microscopia invertida a 20X tanto en la linea IPC-366
(Figura 28) como en la linea SUM149 (Figura 29), respecto al grupo control segin avanzé

el experimento.

Flutamida (IPC-366) Flutamida (SUM149)
6 4
:i‘_
5 &
| 83 ¢ 1
4 - = T
I g, i
3 * =
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2 ¥ I " 1 : g = -
= * 1 -
1 —_— :
0 L 0
Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3

Control SuM 10 uM 15 uM

Figura 26. Proliferancién celular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracién de

Flutamida durante 3 dias.
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% Viabilidad celular
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Figura 27. Viabilidad célular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracion de

Flutamida durante 3 dias.
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S5pM §

Figura 28. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea IPC-366 durante el

tratamiento con Flutamida a las 24, 48 'y 72 horas.
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Figura 29. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea SUM149 durante el

tratamiento con Flutamida a las 24, 48 y 72 horas.
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1.1.2. Resultados de hormonas en medio de cultivo

Se cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1,
E2, T, DHT, DHEA y A4) presentes en los medios de cultivo de IPC-366 y SUM 149

control y en los tratados con Flutamida.

En los grupos control de ambas lineas celulares, las concentraciones de P4,
SO4ElyE2 (Figura 30. A, C, D: IPC-366 y Figura 31.A, C, D: SUM 149) incrementaron
con el avance del experimento y el crecimiento celular de una forma estadisticamente
significativa (p<0,05). En los grupos tratados de ambas lineas celulares, las
concentraciones de P4 y SO4E1 fueron significativamente mayores (p<0,05) que las del
grupo control y su incremento fue dosis-dependiente, siendo significativamente mayor en
todos los grupos tratados de SUM 149. En cuanto a las concentraciones de E2, sus niveles
decrecieron significativamente (p<0,05) de una forma dosis-dependiente en todas las

dosis del experimento.

En los grupos control de ambas lineas, los niveles de P5 (Figura 30.B: IPC-366 y Figura
31.B: SUM 149) fueron similares durante todo el experimento. En los grupos tratados con
Flutamida, en ambas lineas celulares se cuantificaron niveles de P5 significativamente
mayores (p< 0.05), observandose una tendencia dosis-dependiente en los mismos.
Respecto a las concentraciones de T, DHT, DHEA y A4 (Figura 30.E-H: IPC-366 y
Figura 31.E-H: SUM 149) en los grupos control, se mantuvieron estables a lo largo del
experimento en el caso de T, DHT y A4 y aumentaton significativamente (p<0,05) en el
caso de DHEA. En los grupos tratados, las concentraciones de T, DHT y A4 aumentaron
de una forma significativa (p<0,05) y dosis-dependiente en todas las dosis. Por el
contrario, las concentraciones de DHEA en los grupos tratados de ambas lineas celulares

decrecieron de una forma significativa (p<0,05) y dosis-dependiente para todas las dosis.
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Figura 30. Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E), DHT(F), DHEA(G) y
A4(H) en medio de cultivo de IPC-366 durante el tratamiento de 3 dias. Resultados de la
cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) ,

T(E), DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea IPC-366 tras la administracion de Flutamida.
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Figura 31. Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E), DHT(F), DHEA(G) y
A4(H) en medio de cultivo de SUM149 durante el tratamiento de 3 dias. Resultados de la
cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) ,

T(E), DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea SUM 149 tras la administracion de Flutamida.
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1.2. Tratamiento in vivo

1.2.1. Hormonas en suero y homogeneizados tumorales
La cuantificacion de las hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1, E2, T, DHT,

DHEA y A4) presentes en el suero de las ratonas Xxenotrasplantadas y en el
homogeneizado de los tumores generados con la linea IPC-366 (Tabla 8.A) y con la linea
SUM 149 (Tabla 8.B), revel6 que ambas lineas siguen, en su mayoria, la misma tendencia.
Los niveles de hormonas esteroideas en el homogeneizado del tumor de los grupos control
y grupos tratados fueron dosis dependiente y significativamente (p<0,05) maés altos que
en las muestras de suero analizadas, excepto en el caso de la DHEA, que fueron
significativamente menores (p<0,05) en ambas lineas celulares. Las concentraciones
séricas de P4, DHEA y DHT en los animales tratados fueron mayores que en los animales
control, pero no asi en los homogeneizados, cuya concentracion decrecié en todas las
dosis, siendo la diferencia significativa (p<0,05) en las dosis mas altas. En el caso de P5,
SO4E1 y A4, la concentracion sérica de hormonas esteroideas en los animales tratados
de ambos grupos se redujo, siendo significativa con la dosis de 15mg/Kg para todos los
tratamientos y con la dosis de 10mg/Kg solo en el caso de SO4E1ly A4 en las muestras
séricas. En los homogeneizados del tumor, la concentracion hormonal fue mayor en los
animales tratados que en los controles, siendo esta diferencia significativa en las dosis de
10mg/Kg y 15mg/Kg para P5, SO4E1 y A4y en la dosis de 5mg/Kg para ambas lineas
en el caso de SO4EL. Estas tendencias difieren de las observadas en E2, ya que tanto en
el suero como en los homogeneizados de ambas lineas celulares, los niveles de E2 fueron
significativamente menores (p<0,05) en los animales tratados que en los de los grupos
control. Todo lo contrario ocurrio para la T, observandose que para ambas lineas celulares
tanto en sueros como en los homogeneizados de los tumores, los niveles de esta hormona

aumentaron, siendo esta diferencia significativa en las dosis de 10 y 15mg/Kg.
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A.

1PC-366 Control Flutamida Smg Flutamida 10mg Flutamida 15mg
Suero 0,82 £ 0,11 0,79 £ 0,13 0,70 £ 0,12 0,64 £ 0,08%*
Pregnenolona
Macerado 7,24 £1,07 740 £ 1,49 8,60 £ 1,24* 9,44 £ 1,04*
Suero 0,64 £ 0,10 0,65 +£0,10 0,78 £ 0,10 0,83 £ 0,07*
Progesterona
Macerado 8,57 £ 1,05 5,21+ 1,40% 5,38 £ 1,53% 5,04 £ 1,42%
Dihidro- Suero 1,64 £ 0,21 1,82 £ 0,30 1,96 £ 0,18% 2,10 £ 0,25%
epiandrosterona Macerado 1,26 £ 0,17 0,88 £ 0,15% 0,76 £ 0,11% 0,51 £ 0,16%2
Suero 1,38 £ 0,25 1,23 £ 0,20 1,03 £ 0,15%# 0,80 £ 0,16*2
Androstenediona
Macerado 2,91 £ 1,07 347 £ 0,67 4,24 £ 0,82%* 4,69 £ 0,67
Suero 0,41 £ 0,06 0,49 £ 0,10 0,63 £ 0,08*= 0,76 £ 0,09%*
Testosterona
Macerado 7,07 £ 1,39 8,97+ 1,82 12,46 £ 2,35%= 14,03 £ 2,42%=
Dihidro- Suero 0,11 £ 0,01 0,13 £ 0,01 0,16 £ 0,01*= 0,18 £0,01%
testosterona Macerado 0,22 £0,02 0,19 £ 0,03 0,14 £ 0,02% 0,10 £ 0,04%*
Sulfato de Suero 0,35 £ 0,08 0,31 £ 0,05 0,26 £ 0,05%= 0,22 £ 0,05%
Estrona Macerado 10,34 £ 1,81 14,80 £ 2,03* 21,71 £ 6,19* 24,74 £ 6,32*
Suero 0,07 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,05 £0,01* 0,04 £0,01%*
176-estradiol
Macerado 0,97 £ 0,08 0,89 £0,17 0,76 £ 0,25%¢ 0,68 + 0,20%
B.
SUM 149 Control Flutamida Smg Flutamida 10mg TFlutamida 15mg
Suero 0,84 £0,10 0,83 £0,08 0,75 £0,08 0,66 £0,10*
Pregnenolona
Macerado 7,38 £1,24 8,32+1,48 9,77 £1,82% 10,83 £ 0,78*
Suero 0,70 £ 0,13 0,82 £0,07 0,88 £ 0,08%* 0,94 £0,08%
Progesterona .
Macerado 939+ 268 567 +145 5,34 4+1,19% 5,28 +1,52%
Dihidro- Suero 1,67 +0,23 1,85 +0,37 2,15 +0,28% 2,28 +0,26%
epiandrosterona Macerado 1,34 £ 0,09 0,95 +0,08* 0,73 £0,07*a 0,55 £0,12%a
Suero 1,49 £ 0,14 1,25 +0,21 1,05 £0,14* 0,93 £0,20*
Androstenediona
Macerado 347 £0,71 4,07 £0,84 5,21 £0,72%s 6,12 £0,80*
Suero 0,44 £0,03 0,59 £0,03 0,72 £0,11%*2 0,81 £0,06%2
Testosterona
Macerado 8,33+ 1,68 11,31 £ 1,72 13,04 £ 1,56%* 15,82 + 3,02%*
Dihidro- Suero 0,11 £0,01 0,12 £0,01 0,17 £ 0,01+ 0,20 £0,0]*+a
testosterona Macerado 0,23 0,02 0,21 £0,02 0,14 £0,03*3 0,09 £0,01*3
Sulfato de Suero 0,37 £ 0,05 0,33 £0,05 0,28 £ 0,09+ 0,22 £0,06%
Estrona Macerado 14,23 £ 4,14 19,08 £ 5,87+ 23,18 £ 5,08* 26,50 + 3,70
Suero 0,09 £0,01 0,08 £0,01 0,07 £ 0,01+ 0,06 £ 0,01+
176-estradiol
Macerado 1,10 £ 0,21 0,97 £0,14 0,89 £0,21*+a 0,76 £0,18*

Tabla 8. Concentraciones de hormonas esteroideas (P5, P4, DHEA, A4, T, DHT, SO4E1l y E2)
en suero sanguineo y homogeneizado de tumores (expresadas en ng/mg) en ratonas control y
xenotrasplantadas con IPC-366 (A) y SUM149 (B) tratados con Flutamida (expresados en
ng/mL).
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1.2.2. Crecimiento tumoral

La Figura 32 representa el efecto de la Flutamida en la progresion del tumor en
ratonas xenotrasplantadas con IPC-366 (A) y SUM 149 (B). La Flutamida produjo una
reduccion significativa (p<0,05) del 55-65% en los tumores IPC-366 y del 50-60% en los

tumores SUM 149, sin observarse diferencias entre las dosis administradas.

Flutamida IPC-366 Flutamida SUM 149
A. B.
300,0 3000
§ 1500 = 250,0
E £
S 2000 £ 200,0
= £
21500 = 150,0
3 =
T 1000 e g 100,0 - -
: e, Les, | : sl 1.0
£ 500 i I i Irf tir Mids @ 500 . . | WiE i 5 ik
[ ] T (LRI

Dia0 Dia3 Dia6 Dia9 Dial2 Dial5 Dia0 Dia3 Dia6 Dia9 Dial2 Dial5
E Control EFlutamida SuM [ Flutamida 10pM CFlutamida 15uM

Figura 32. Tamafio del tumor expresado en % de reduccion en ratonas con tumores
generados por xenotrasplante de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) y tratadas con Flutamida
cada 3 dias.
1.2.3. Metastasis

La Flutamida limita el poder metastasico de IPC-366 y SUM 149, como se
observa en la Tabla 9. Los animales del grupo control presentaron respectivamente 90%
y 80% de metastasis, siendo las localizaciones principales el higado y pulmones. En las
ratonas con tumores IPC-366, hubo una reduccion significativa de la aparicion de
metastasis con todas las dosis y, en el caso de SUM 149, la mayor reduccién se observo

en las dos dosis mas altas, de 10 y 15 mg/Kg.
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%o Metastasis IPC-366  SUNM149

Control 90% 80%
Flutamida Smg 40%* 50%
Flutamida 10mg 40%* 409%0*
Flutamida 15mg 40%* 400%0*

Tabla 9. Metéstasis observadas en estudio post-mortem en las ratonas xenotrasplantadas con

IPC366 0 SUM 149 y tratadas con Flutamida.

2. Tratamiento con Letrozole

2.1.Tratamiento in vitro

2.1.1. Contajey viabilidad celular
La adicion de Letrozole al medio de cultivo de IPC-366 y SUM 149 produjo una

reduccion estadisticamente significativa (p<0,05) y dosis dependiente en ambas lineas

celulares durante el tiempo de seguimiento (3 dias) (Figura 33.A-B).

La viabilidad de ambas lineas celulares tratadas con Letrozole también se redujo,
siendo esta reduccion estable a partir del dia 1 en caso de IPC-366 (Figura 34.A) y, mayor

a mas tiempo de seguimiento y mayor dosis administrada al medio de cultivo, en el caso

de SUM 149 (Figura 34.B).

Esta reduccién de la viabilidad y la densidad celular, unida a un cambio de
morfologia, pudo visualizarse por microscopia invertida a 20X tanto en la linea IPC-366
(Figura 35) como en la linea SUM149 (Figura 36) respecto al grupo control, segiin avanzé

el experimento.
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A. Letrozole (IPC-366) B. Letrozole (SUM149)
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Figura 33. Proliferancién celular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracion de

Letrozole durante 3 dias.
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Figura 34. Viabilidad celular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracion de

Letrozole durante 3 dias.
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24 horas 48 horas 72 horas

Control

0,35nM

0,7uM

1,05uM

Figura 35. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea IPC-366 durante el

tratamiento con Letrozole a las 24, 48 y 72 horas.

24 horas 48 horas 72 horas

Control

0.35uM

0,7uM

1,05uM

Figura 36. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea SUM149 durante el

tratamiento con Letrozole a las 24, 48 y 72 horas.
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2.1.2. Hormonas en medio de cultivo

Se cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1,
E2, T, DHT, DHEA y A4) presentes en los medios de cultivo de IPC-366 (Figura 37) y

SUM 149 (Figura 38) tanto control como los tratados con Letrozole.

En los grupos control de ambas lineas celulares, las concentaciones de P4,
SO4ELly T (Figura 37.A, C, E para IPC-366 y Figura 38.A,C,E para SUM 149) crecieron
paulatinamente segun avanzd el experimento y aumenté el nimero de células en el
cultivo. En el caso de DHEA y A4 (Figura 37.G, H para IPC-366 y Figura 38.G, H para
SUM 149), este aumento solo sucedio el Gltimo dia del estudio, en ambas lineas celulares,
0 no hubo aumento, como ocurrio6 en el caso de la P5 y DHT (Figura 37.B, F para IPC-
366 y Figura 38.B, F para SUM 149), cuyas concentraciones se mantuvieron estables
durante todo el estudio. La unica hormona que mostré diferencias entre ambas lineas fue
la E2 (Figura 37.D para IPC-366 y Figura 38.D para SUM 149) que varid, discretamente,
sus concentraciones a lo largo del estudio en el caso de IPC-366 y, sin embargo, en SUM
149 si que aumento paulatinamente.

En los grupos tratados en ambas lineas celulares, la P4 (Figura 37.A para IPC-
366 y Figura 38.A para SUM 149) aumento de forma significativa (p<0,05) pero sin ser
dosis dependiente. Por su parte, la P5, DHT, DHEA y A4 (Figura 37.B, F-H para IPC-
366 y Figura 38.B, F-H para SUM 149) aumentaron su concentracion de forma
significativa (p<0,05) y dosis dependiente en ambas lineas celulares.

La SO4E1 (Figura 37.C para IPC-366 y Figura 38.C para SUM 149) aumenté su
concentracion en los cultivos IPC-366 a lo largo del experimento y disminuy6 en el caso
de SUM 149. En ambas lineas, las diferencias fueron estadisticamente significativas

(p<0,05) y dosis-dependientes.
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En cuanto a la E2 (Figura 37.D para IPC-366 y Figura 38.D para SUM 149), su
concentracion disminuyd en los cultivos IPC-366 de forma significativa (p<0,05),
obteniéndose valores comparables para las dosis de 0,7 y 1,04 uM. En SUM149, los
valores de esta hormona se mantuvieron estables durante todo el experimento en las tres
dosis, siendo la diferencia de concentracion significativa (p<0,05) respecto al grupo
control.

A diferencia de las anteriores, la T (Figura 37.E para IPC-366 y Figura 38.E para
SUM 149) aumentd su concentracion en ambas lineas con la dosis més baja de tratamiento
pero siendo la diferencia significativa (p<0,05) respecto al control y produciéndose una

reduccion significativa (p<0,05) y dosis dependiente, con las dos dosis mas altas.
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Figura 37.Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E), DHT(F), DHEA(G) y
A4(H) en medio de cultivo de IPC-366 durante el tratamiento de 3 dias. Resultados de la
cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) ,

T(E), DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea IPC-366 tras la administracion de Letrozole.
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Figura 38. Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) , T(E), DHT(F), DHEA(G) y
A4(H) en medio de cultivo de SUM149 durante el tratamiento de 3 dias Resultados de la
cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles P4 (A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E),

DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea SUM 149 tras la administracion de Letrozole.
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2.2. Tratamiento in vivo

2.2.1. Hormonas en suero y homogeneizado tumoral
La cuantificacion de las hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1, E2, T, DHT,

DHEA y A4) del suero sanguineo de los ratones xenotrasplantados y del homogeneizado
de los tumores generados con la linea IPC-366 (Tabla 10.A) y por la linea SUM 149
(Tabla 10.B) revelaron que ambas lineas siguen las mismas tendencias. Los niveles de
hormonas esteroideas en el homogeneizado del tumor de los grupos control y los tratados
fueron significativamente (p<0,05) mas altos que en las muestras de suero analizadas de
una forma dosis dependiente en todos los casos. Las concentraciones de P4, T, DHT y
DHEA aumentaron de forma significativa (p<0,05) y dosis dependiente tanto en el suero
como en el homogeneizado del tumor salvo en el caso de la T, ya que las diferencias para
SUM 149 no fueron estadisticamente significativas. En el caso de la P5, los niveles
séricos decrecieron de una forma dosis-dependiente , siendo la diferencia significativa
solo en la dosis mas alta de Flutamida de la linea celular IPC 366. Por el contrato, sus
niveles en los homogeneizados aumentaron también de una forma dosis-dependiente y
los resultados obtenidos en la dosis mas alta, de 10mg, fueron significativos para ambas

lineas celulares.

En cuanto a los estrogenos, los resultados obtenidos tanto para SO4E1 como apra
E2 siguieron la tendencia opuesta a las hormonas previamente citadas. Sus niveles tanto
en suero como en el homogeneizado decrecieron significativamente (p<0,05) y de forma
dosis dependiente segun avanzé el experimento. Respecto a A4, sus niveles séricos
decrecieron de una forma dosis-dependiente sin llegar a ser estadisticamente significas
las diferencias. Por el contrario, sus niveles en los homogeneizados aumentaron también
de una forma dosis-dependiente y los resultados obtenidos en las dosis mas altas fueron

estadisticamente significativos para ambas lineas celulares (p<0,05).
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IPC-366 Control Letrozele 1 mg Letrozole 5 mg Letrozele 10 mg
Suero 1,00+0,13 086+0,11 0,76 £0,11 0,70 £0,10%
Pregnenolona
Macerado 6,04 £1,25 7,61 £149 931 +1,95 10,62 £ 1,84*
Suero 0,35 £ 0,09 0,54 £ 0,11 1,03 0,26 % 1,51 +0,29 #2
Progesterona
Macerado 10,35+1,92 15,36 £2,65% 20,68 £ 3,53* 24,92 £ 5,27*
Dihidro- Suero 125011 1,56 £0,13* 1,74 £0,18* 1,82 £0,15%
epiandrosterona |  Macerado 1,81 £045 2,24 £ 0,36 3,01+0,78 410 + 1,282
Suero 1,47 £ 0,65 1,06 + 0,31 0,93 £ 0,26 0,74+ 0,11
Androstenediona
Macerado 3.29+0,78 3,52+4+097 5,74 +£1,33* 7,63 £ 1,28*’3
Suero 0,52 £ 0,09 0,67 +0,10 0,77 £ 0,10 1,05+ 0,15*73
Testosterona
Macerado 8,28+146 9631121 10,30 £1,35 13,72 £1,27*
Dihidro- Suero 0,14 +0,01 040 +0,02*% 0,65 + 0,09%2 0,82 0,102
testosterona Macerado 0,34 £ 0,05 0,47 £ 0,05 0,79 + 0,092 0,94 + 0,092
Sulfato de Suero 042 +0,08 0,23 £ 0,06 0,15 +0,05* 0,07 £ 0,012
Estrona Macerado 9,87 +1,25 7,34 + 1,83 498 +1,19% 245 + 0722
Suero 0,09 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,04 £ 0,01% 0,02 £0,01%
17B-estradiol
Macerado 1,30 +£0,29 0,89 +0,17 0,69 +0,13* 048+ 0,11+
B.
STUM 149 Control Letrozole 1 mg Letrozole S mg Letrozole 10 mg
Suero 1.15+0.34 0.93+0.31 0.81+ 025 0.73+ 023
Pregnenolona
Macerado 679+ 1.14 743+ 1.65 947+2.15 1132 +3.29*
Suero 048=0.11 0.60+ 0.15 0.72+0.12 1.13+ 0.35*
Progesterona
Macerado 813+ 1.25 13.22 +3.59 14.04 + 3 95*% 15.82 + 4 82%
Dihidro- Suero 1.68+ 044 1.87+ 0.65* 2.15+ 0.59 228+ 087
epiandrosterona Macerado 193037 738+ 041 321+ 085 429+ 0.98%7
. Suero 1.17+ 042 0.89+0.24 0.73+0.20 0.59+ 0.15
Androstenediona
Macerado 7.89+ 0.86 541+ 1.73 6.91+ 2.06* 895+ 3.24*
Suero 0.65+ 0.10 0.80+0.14 0.93+0.29 1.14+ 034
Testosterona
Macerado 945+ 1.92 10.85+1.23 1147+ 135 1327+ 145
Dihidro- Suero 0.15+0.02 0.43 £ 0.05* 062+ 0.07* 0.89 + 0.09%°
testosterona Macerado 025+ 0.03 0.54+ 0.06* 0.80 + 0.07%7 0.82 + 0.06%7
Sulfato de Suero 033+0.10 0.18+ 0.08 0.13+ 0.04* 0.07+ 0.01*
Estrona Macerado 1329+ 2.18 711+ 1.95* 494+ 1.54% 2.21+ 0.89%7
Suero i %
17B-estradiol 0.08+0.01 0.05+ 0.01 0.03+ 0.01 0.02 + 0.01
Macerado 1.35+0.24 0.87+0.15 0.70 0.09* 0.45+0.13%%

Tabla 10. Concentraciones de hormonas esteroideas (P5, P4, DHEA, A4, T, DHT, SO4Ely E2)
en suero sanguineo y homogeneizado de tumores (expresadas en ng/mg) en ratones
xenotrasplantados con IPC-366 (A) y SUM149 (B) tratados con Letrozole (expresados en ng/mL).
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2.2.2. Crecimiento tumoral

La figura 39 representa el efecto de Letrozole en la progresion del tumor en
ratones xenotrasplantados con IPC-366 (A) y SUM 149 (B). Letrozole produjo una
reduccion significativa (p<0,05) del 53-76% en los tumores de la linea celular IPC-366 y

del 61-70% en los tumores de la linea celular SUM 149, sin observarse diferencias

estadisticamente significativas entre las dosis administradas

A. Letrozole IPC-366 B. Letrozole SUM149
350,0 450,0
£ 3000 B 400
o
E 500 t E gggg
~ — » .
5§ 00 5§ 2500 . s 1 ! I
S 1500 [ I 8 2000 : [ I
=) i
S ' S 1500 c
[} — [F) *
& 100,0 11 H v TN I
N o ’
0.0 0,0

E Control ELetrozole 0,35pM [ Letrozole 0,70 pM [ Letrozole 1,04pM

Figura 39. Tamafio del tumor expresados en % de reduccion en ratones con tumores generados

xenotrasplante de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) y tratados con Letrozole cada 3 dias.

2.2.3. Metéastasis

Letrozole limita el poder metastasico de IPC-366 y SUM 149, como se observa
en la Tabla 11. Los animales del grupo control presentaron respectivamente 100% y 80%

de metéastasis, siendo el higado y pulmones los 6rganos mas afectados.

En los ratones con tumores generados por la linea celular IPC-366, hubo una
reduccidn significativa de la aparicion de metastasis con todas las dosis y en el caso de

SUM 149, la mayor reduccion se observé en las dos dosis mas altas, de 1y 5 mg/Kg.
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% Metastasis IPC-366 SUM149

Control 100% 80%
Letrozole 1 mg 10%* 20%*
Letrozole 5 mg 10%* 20%*
Letrozole 10 mg 10%* 20%*

Tabla 11. Metéastasis observadas en estudio post-mortem en los ratones xenotrasplantados con

IPC366 0 SUM 149 y tratados con Letrozole.

3. Tratamiento con STX-64

3.1. Tratamiento in vitro

3.1.1. Contajey viabilidad celular
La adicién de STX-64 al medio de cultivo de IPC-366 (Figura 40. A) y SUM

149 (Figura 40. B) produjo una reduccion estadisticamente significativa (p<0,05) en
ambas lineas, siendo dosis dependiente en el caso de IPC-366. La viabilidad de ambas
lineas celulares tratadas con STX-64 también se redujo tanto en IPC-366 (Figura 41. A)
como en SUM 149 (Figura 41.B), siendo esta reduccién mayor a mas tiempo de

seguimiento y mayor dosis administrada al medio de cultivo.

A.
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Figura 40 . Proliferancién celular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracién de

STX-64 durante 3 dias.
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Figura 41 . Viabilidad célular de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) tras la administracién de SXT-
64 durante 3 dias.

Esta reduccion de la viabilidad y densidad celular unida a un cambio de
morfologia pudo visualizarse por microscopia invertida a 20X tanto en la linea IPC-366
(Figura 42) como en la linea SUM149 (Figura 43) respecto al grupo control seglin avanzé

el experimento.

24 horas 7 48 horas 72 horas

Control | ,

1,5uM

3uM

4,5uM

Imagen 42. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea IPC-366 durante el
tratamiento con STX-64 a las 24, 48 y 72 horas.
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Figura 43. Fotografias a 20X por microscopia invertida de la linea SUM149 durante el

tratamiento con STX-64 a las 24, 48 y 72 horas.

3.1.2. Hormonas en medio de cultivo
Se cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1,

E2, T, DHT, DHEA y A4) presentes en los medios de cultivo de las lineas celulares: IPC-
366 (Figura 44) y SUM 149 (Figura 45), tanto en el grupo control como en los tratados

con STX-64.

En los grupos control de ambas lineas celulares, las concentaciones de P4,
SO4E1y DHEA (Figura 44.A, Cy G para IPC-366 y Figura 45.A, C y G para SUM 149)
fueron incrementandose paulatinamente seguin avanzo el experimento y aumentd también
el numero de células en el cultivo. A diferencia de los resultados anteriores, la A4 (Figura

44 H para IPC-366 y Figura 45 H para SUM 149) disminuyd su concentracién a lo largo
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del estudio, y otras hormonas como la P5, E2, Ty DHT (Figura 44.B, D, E, F para IPC-
366 y Figura 45.B, D, E, F para SUM 149) se mantuvieron constantes a lo largo del

estudio en ambas lineas celulares.

En los cultivos tratados con STX-64, se observé que la P4 era significativamente
menor que en el grupo control, y mientras que en SUM149 los valores no variaron durante
el estudio, los resultados de IPC-366 reflejaron valores més altos en el grupo de células
tratadas con la mayor dosis de farmaco, de 4,5uM. No ocurrié lo mismo con la P5, T,
DHEA y A4, cuyas concentraciones aumentaron de forma significativa (p<0,05) y dosis-
dependiente, en ambas lineas celulares a lo largo del experimento. La SO4E1 presento
los mismos resultados para IPC-366, pero no para SUM149, cuyos valores se redujeron

de forma significativa (p<0,05) a lo largo del estudio.

En el caso de la E2, su concentracion disminuyo en los grupos tratados de IPC-
366 pero no en SUM149, que experimentaron un discreto aumento significativo (p<0,05)

y dosis dependiente.

La Unica hormona que disminuyd su concentracion en ambas lineas celulares
tratadas con STX-64 fue la DHT. Dicha disminucién fue significativa (p<0,05) respecto

al grupo control pero sin diferencias significativas entre las distintas dosis administradas.
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Figura 44. Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E), DHT(F), DHEA(G) y
A4(H) en medio de cultivo de IPC-366 durante el tratamiento de 3 dias Resultados de la
cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles de P4 (A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) ,
T(E), DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea IPC-366 tras la administracion de SXT-64.
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Figura 45. Concentraciones de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D), T(E), DHT(F), DHEA(G) y

A4(H) en medio de cultivo de SUM149 durante el tratamiento de 3 dias. Resultados de la

cuantificacion durante 3 dias consecutivos de los niveles de P4(A), P5(B), SO4E1(C), E2(D) ,

T(E), DHT(F), DHEA(G) y A4(H) en la linea SUM 149 tras la administracion de STX-64.
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3.2.Tratamiento in vivo

3.2.1. Hormonas en suero y homogeneizados tumorales
La cuantificacion de las hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1, E2, T, DHT,

DHEA y A4) del suero sanguineo de las ratonas xenotrasplantadas y del homogeneizado
de los tumores generados por la linea IPC-366 (Tabla 12.A) y por la linea SUM 149
(Tabla 12.B) revelaron que ambas lineas siguen, en la mayoria de las ocasiones, las
mismas tendencias. Los niveles de hormonas esteroideas en el homogeneizado del tumor
de los grupos control y las tratadas fueron significativamente (p<0,05) mas altos que en
las muestras de suero analizadas, de una forma dosis dependiente en todos los casos. Sin
embargo, se observaron diferencias entre las respuestas de ambas lineas celulares en lo

que se refiere a la sintesis de hormonas durante el tratamiento con STX-64.

En los casos de DHEA y E2, tanto en suero como en el homogeneizado del
tumor, se observa una elevacion de las concentraciones, siendo la diferencia respecto al
control estadisticamente significativa (p<0,05) en el caso de E2 y en las muestras de
homogeneneizados de SUM149 para DHEA. La A4 también aumenta su concentracion
en los homogeneizados de ambas lineas y en el suero de SUM149, no obstante,

experimenta una bajada dosis-dependiente para el suero de IPC-366.

A diferencia de las hormonas anteriores, la P4, P5, SO4E1 y DHT disminuyen
sus concentraciones tanto en suero como en el tumor de una forma dosis dependiente.
Esta diferencia es estadisticamente significativa (p<0,05) en el caso de P4y DHT en todos
los casos y en el caso de SO4EL, en el homogeneizado del tumor, de ambas lineas

celulares.

En cambio, la T aumenta su concentracion en el suero de las ratonas
xenotrasplantadas con IPC-366 y SUM 149, pero disminuye su concentracion en el

homogeneizado de ambas lineas celulares de una forma significativa y dosis-dependiente.
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IPC-366
Control STX-64 1 mg STX-64 5 mg STX-64 10 mg
STX o4
Suero 1,07 £ 0,24 0,96 £ 0,27 0,91 £0,16 0,93 £0,18
Pregnenolona
Macerado 584 £1,26 4,43 £ 1,19 4,19 £ 1,02 4,63 1,13
Suero 0,57 £0,20 0,13 £ 0,05%* 0,08 £ 0,01* 0,09 £ 0,01%*
Progesterona
Macerado 7,94 £ 1,54 4,26 £ 1,27* 2,93 £0,72% 3,31 £ 1,30*
Dihidro- Suero 1,57 £ 0,51 1,72 £ 0,46 1,84 £ 0,37 1,86 £ 0,42
epiandrosterona Macerado 1,82 £ 0,51 2,15+ 0,47 2,85 + 0,58 3,12+0,85
Suero 1,12 £ 0,22 0,92 £ 0,61 0,78 £ 0,48* 0,66 + 0,64*
Androstenediona
Macerado 2,72 £0,57 3,28+£1,20 342 +1,12 3,76 £ 1,25
Suero 0,721£0,14 0,94 £ 0,21 1,27 £ 0,34 1,35+£041
Testosterona
Macerado 10,58 £ 2,54 6,47 £ 2,03 5,19 £ 1,74* 4,84 £1,12%*
Dihidro- Suero 0,21 £ 0,05 0,10 £ 0,02% 0,09 £ 0,02+ 0,06 £ 0,01*
testosterona Macerado 0,31 £0,05 0,14 £0,02* 0,12 £0,02* 0,08 £0,01%a
Sulfato de Suero 0,30 £ 0,09 0,25 £ 0,08 0,23 £ 0,07 0,21 £ 0,07
Estrona Macerado 10,75 £ 1,84 5,35 £0,98% 4,52 £ 1,01%* 3,47 £0,92%
Suero 0,10 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,19 £ 0,03* 0,16 £ 0,02%
170-estradiol
Macerado 1,28 £ 0,36 2,85 +0,95% 4,14 £ 1,67* 4,97 £ 1,71*
B.
SUM149
Control STH-64 1 mg STX-64 5mg STH-64 10 mg
STX 64
Suero 1,02+ 0,35 0,92 + 0,16 0,84+ 0,24 0,86+ 0,12
Pregnenolona
Macerado 565+ 1,75 5,12+ 147 4,89+ 1,53-64 5,08+ 1,87
Suero 0,61+ 0,15 0,24+ 0,09* 0,22 + 0,05* 0,19 + 0,06*
Progesterona
Macerado 7,52+ 1,87 3,35+ 1,14* 3,68+ 1,25* 3,10+ 1,39*
Dihidro- Suero 1,25+ 0,27 1,84 + 0,38 1,98+ 0,41 2,21+0,57
e Macerado 1,65+ 0,24 2,94+ 0,91* 2,87+ 0,67 3,09+ 1,04*
Suero
Androstenediona 1,06+ 0,51 1,98+ 0,95 2,15+ 0,84 2,16+ 0,91
Macerado 2,51+0,74 3,41+ 1,58 3,66+ 1,41 3,59+ 1,11
Suero 0,68+ 0,12 0,99+ 0,09 1,16+ 0,57 1,23 +0,74
Testosterona
Macerado 9,56+ 2,25 328+ 1,32*% 1,76 + 0,54* 2,24+ 0,67*
Dihidro- Suero 0,36+ 0,07 0,09+ 0,02* 0,08+ 0,01* 0,08+ 0,01*
testosterona Macerado 0,42 + 0,08 0,13 + 0,03* 0,14+ 0,02* 0,10+ 0,02*
Sulfato de Suero 0,42+0,11 0,36+ 0,07 0,34+ 0,09 0,31+ 0,06
Estrona Macerado 11,23+ 1,94 5,53+ 1,24% 4,95+ 1,27* 435+ 1,16%
Suero * * *
178 estradiol 0,09+ 0,02 0,24+ 0,06 0,23+ 0,07 0,34+ 0,10
Macerado 1,52 + 0,61 3,61+ 0,87* 4,83+ 1,A7* 468+ 1,39%

Tabla 12. Concentraciones de hormonas esteroideas (P5, P4, DHEA, A4, T, DHT, SO4Ely E2)
en suero sanguineo (expresadas en ng/ml) y homogeneizado de tumores (expresadas en ng/mg)

en ratonas xenotrasplantadas con IPC-366 (A) y SUM149 (B) y tratadas con STX-64.
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3.2.2. Crecimiento tumoral

La figura 46 representa el efecto de STX-64 en la progresion del crecimiento del
tumor en ratonas xenotrasplantadas con las lineas celulares: IPC-366 (A) y SUM 149 (B).
STX-64 produjo una reduccion significativa (p<0,05) del 53-76% en los tumores de IPC-
366 y del 61-70% en los tumores de SUM 149, sin observarse diferencias

estadisticamente significativas entre las dosis administradas.
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Figura 46. Tamafio del tumor expresado en % de reduccién en ratonas con tumores generados

por xenotrasplante de IPC-366 (A) y SUM 149 (B) y tratadas con STX-64 cada 3 dias.
3.2.3. Metastasis
STX-64 disminuye la capacidad metastasica de IPC-366 y SUM 149, como se
observa en la Tabla 13. Los animales del grupo control presentaron, respectivamente, un
80% de metastasis, siendo el higado y pulmones los 6rganos diana. Tanto en los tumores
IPC-366 como en los SUM149 no se observaron metéstasis, siendo este resultado

estadisticamente significativo con el grupo control (p< 0,05).

% METASTASIS IPC-366  SUM149 Tabla 13. Metéastasis observadas en
Control 80% 80% estudio post-mortem en las ratonas
STX-64 1 mg 0% 0% xenotrasplantadas con IPC366 o SUM
STX-64 Smg T Zek 149 y tratadas con STX-64.
STX-64 10 mg 0%* 0%
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El cancer de mama es la cuarta causa de muerte mas comudn en mujeres a nivel
global, sélo superado por las enfermedades cardiovasculares, nerviosas y respiratorias
(Informe Global Cancer Statistics, 2018). Un caso particular de cancer de mama es el
carcinoma inflamatorio mamario (Inflammatory Breast Carcinoma o IBC), que es el
subtipo de tumor mamario menos prevalente. EI IBC destaca por su gran mortalidad
debido, ademas de a su malignidad, al comun retraso en su diagndstico y, en
consecuencia, a una demora en el inicio del tratamiento (Anderson et al., 2005; Hance et
al., 2005). Los protocolos terapéuticos actuales en IBC se han desarrollado a partir de los
existentes para tumores no-IBC, cuyo comportamiento y naturaleza difieren
notablemente. Ademas, en el caso de que se trate de un tumor triple negativo (TNBC),
las terapias disponibles hasta el momento no consiguen obtener los mismos resultados
clinicos y de supervivencia que los obtenidos al tratar tumores no-TNBC y en el caso

particular de IBC-TNBC los resultados son todavia méas pobres (Medina et al., 2020).

En la especie canina, a pesar de que se dispone de menos datos registrados sobre
la situacion actual del cancer mamario, se sabe que es la neoplasia mas frecuente en las
hembras (Chocteau et al., 2019), suponiendo mas del 50% de los diagnosticos
oncolégicos (Moe, 2001; Salas et al., 2015). Al igual que en la especie humana, existen
numerosos tipos de cancer mamario en perras, donde el mas agresivo y con peor
pronostico es el carcinoma inflamatorio mamario (Inflammatory Mammary Carcinoma o

IMC) (Pefia et al., 2003; Clemente et al., 2010a).

Debido a las similitudes clinico-patoldgicas entre los carcinomas mamarios
caninos y humanos, la especie canina ha sido propuesta como un modelo animal
espontaneo del cancer de mama humano (Carvalho et al., 2016; Raposo et al., 2016;

Nguyen et al., 2019).
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Esta Tesis Doctoral se ha realizado con el objetivo de analizar la respuesta in
vitro e in vivo (en ratones Balb/SCID) de una linea celular de IBC (SUM149) y otra de
IMC (IPC-366) a tres tratamientos distintos (Flutamida, Letrozole y STX-64),
comparando dichas respuestas entre si. Para ello, se analizaron la eficacia y utilidad de
estos tratamientos para el IBC y el IMC, evaluando la viabilidad de utilizar el modelo
canino para futuros estudios del IBC. Ademas, también se ha realizado con el objetivo
generar evidencia sobre posibles nuevos tratamientos para tratar el IMC, ya que la
supervivencia de las perras afectadas es baja, entre otros motivos, por las limitadas

opciones terapéuticas que existen.

En esta Tesis Doctoral se ha analizado el efecto de cada uno de los tratamientos
en términos de proliferacion celular y crecimiento tumoral, ademéas de cuantificar la
concentracion de hormonas esteroides en el medio de cultivo, en el suero sanguineo de
las ratonas y en homogeneizado de tumor obtenido. Adicionalmente, se estudio el impacto

de los tratamientos en la capacidad de metastatizar de los tumores.

La capacidad del tejido mamario normal y neoplasico de sintetizar hormonas
hace que ésta sea considerada un tejido endocrino debido, especialmente, a su aptitud de
sintetizar estrogenos y andrégenos (lllera et al., 2006; Sanchez-Archidona et al., 2007;
Queiroga et al., 2009). Se ha observado que las lineas celulares IPC-366 y SUM149 son
capaces de secretar hormonas esteroides en condiciones in vitro (lllera et al., 2016), al
igual que los tumores generados en ratonas Balb/SCID presentaron una alta concentracion
de estas hormonas (Céaceres et al., 2016). Adicionalmente, se ha visto que tanto en IBC
como en IMC, la enzima P450scc se encuentra sobre-expresada (Pefia et al., 2003), lo

que podria relacionarse directamente con esta capacidad de sintetizar hormonas.
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La accion de las hormonas esteroides, en especial los estrogenos, es fundamental
para la progresion y crecimiento de la neoplasia gracias a su interaccion con receptores
especificos. Estas hormonas, favorecen la proliferacion de las células tumorales mamarias
y el desarrollo tumoral gracias a su interaccion con el RE, favoreciendo la transcripcion
de algunos proto-oncogenes, en particular c-myc, c-fos y c-jun (Weibe et al., 2006; Ji et
al., 2015). Por otro lado, se ha observado que los androgenos producen una reduccion de
la proliferacién celular mediante la inhibicion de la expresion de algunos proto-oncogenes
como el bcl-2 (Grigoryev et al., 2000). Los progestdgenos son capaces de producir
cambios en el tejido mamario normal, pero se desconoce la influencia que pueden llegar
a tener en la carcinogénesis y progresion tumoral (Labrie et al., 2015). Esto es debido a
que laevidencia disponible es diversa y, mientras que algunos autores defienden su accién
protectora frente al cancer de mama (Weibe et al., 2006; Horwitz et al., 2020), otros
afirman todo lo contrario (Rojas et al., 2017). No obstante, se ha especulado sobre la
importancia que pueden tener los distintos metabolitos de la P4, ya que algunos pueden
gjercer una accion pro-oncogénica, mientras que otros pueden tener una accion protectora

frente a la aparicién y progresion de neoplasias mamarias (Weibe et al., 2006).

El colesterol es el precursor de todos los esteroides enddgenos, que son
sintetizados gracias a la activacion de la cascada esteroidogénica, iniciada con la
conversion del colesterol en pregnolona (P5) en un proceso catalizado por la enzima
P450scc. En la glandula adrenal y en el ovario, la hormona P5 puede dar lugar a la sintesis
de P4 y de DHEA por dos vias distintas ambas estan encaminadas a la sintesis de

estrégenos y androgenos (Kristensen and Borrensen-Dale et al., 2000).

En los resultados obtenidos en este trabajo observamos que los niveles de P4 y
DHEA en el medio de cultivo del grupo control de IPC-366 fueron comparables pero

presentando la DHEA una concentracidén levemente superior a P4. Asi mismo, los
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resultados obtenidos en el ensayo in vivo, revelan que los niveles en suero y en el tumor
de DHEA de las ratonas xenotrasplantadas con ambas lineas celulares, fueron mayores
que los de P4, por lo que podemos pensar que la via de la DHEA para la sintesis de
androgenos y estrogenos es la predominante en células mamarias neoplésicas. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por otros autores (Labrie et al., 2003; McNamara
y Sasano et al., 2015), que afirman que la ruta de la DHEA es la principal precursora de

la produccion de estrégenos y androgenos en el cancer de mama.

Numerosos estudios han demostrado la asociacion entre los estrégenos y los
fendmenos de carcinogénesis, progresion tumoral y recurrencia del cancer de mama
(Shang et al., 2007; Ji et al., 2015). El E2 es el estrégeno activo con mayor afinidad al
RE (Stanway et al., 2006; Purohit et al., 2012), y puede ser sintetizado a través de dos

rutas:

e Ruta de la aromatasa: por la cual se sintetizan estrégenos a partir de
androgenos (A4 a E1y también T a E2).

e Ruta de la sulfatasa: por la que a partir de SO4E1 se obtiene E1 y de éste, a
su vez, E2 gracias a la accion de la enzima 17BHSD (17p-

hidroxiesteroideshidrogenasa).

La conversion de andrdgenos a estrogenos por via de la aromatasa se ha
postulado como una de las principales vias que favorecen el crecimiento y progresion
tumoral (Jerry et al., 2018). No obstante, otros autores sugieren que la ruta de la sulfatasa
tiene una mayor actividad que la ruta de la aromatasa (Stanway et al., 2006; Shang et al.,

2007).

En este estudio, tanto la linea IPC-366 como SUM149 presentaron, respecto al

resto de hormonas esteroides cuantificadas, altos niveles de E2 en medio de cultivo, que
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aumentaron paulatinamente segun proliferaban las células. Estos resultados coinciden con
los publicados por otros autores, que sefialan la importancia y el impacto de E2 en la
proliferacion celular (lllera et al., 2015; Sang et al., 2019). Asimismo, en el suero
sanguineo y en el homogeneizado del tumor de ambas lineas, los niveles de E2 también

aumentaron su concentracién en comparacién con otras hormonas.

Diversos estudios realizados en animales afirman que tejidos ricos en RE, como
es el caso del tejido mamario tanto normal como patoldgico, presentan una mayor
concentracion de estrégenos en su parénquima que son regulados de forma intracrina
(Masamura et al., 1997; Ji et al., 2015). Masamura y colaboradores (1997) demostraron
que el tejido mamario de la rata es capaz de actuar como reservorio, aumentando
paulatinamente la concentracion de E2 en este tejido, a pesar de que los niveles de esta
hormona sean bajos en sangre. Adicionalmente, otros autores han observado que en
numerosos tumores mamarios la concentracion de SO4E1 es elevada, actuando esta
hormona como reservorio de estrégenos que presentan una conocida actidad pro-tumoral

(Pasqualini et al., 1996; Illera et al., 2006).

En cuanto a los androgenos, su sintesis estd mediada por dos enzimas (17HSD
y Sa-reductasa) que dan lugar principalmente a la sintesis de T y DHT. Ademas, los
androgenos protegen la mama de la estimulacion inducida por estrogenos, del aumento
de la proliferacion y del desarrollo de cancer. Estudios realizados in vitro e in vivo,
evidencian que los andrdgenos tienen efectos anti-proliferativos y apoptoticos del epitelio

mamario patoldgico (Stanway et al., 2006; Purohit et al., 2012; Sang et al., 2018).

Ademas, se ha demostrado que la expresidén de enzimas que participan en la
sintesis androgénica esta directamente relacionada con una menor agresividad en tumores

mamarios, en general, y triple negativos en particular (Hanamura et al., 2013). Suzuki y
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colaboradores (2006) sefialaron la importancia que tiene la enzima Sa-reductasa en los
tumores mamarios, en los que se encuentra no sélo expresada en el parénquima, sino que
presenta una actividad 4-8 veces mayor que en un tejido mamario sano, generando un
aumento de la sintesis local de DHT e incluso llegaron a establecer una relacién entre la

expresion y actividad de este encima con un mejor pronéstico de las pacientes.

Illera'y colaboradores (2006) analizaron los niveles de hormonas esteroideas en
56 perras con IMC o con otros tumores mamarios no inflamatorios, concluyendo que los
niveles de andrégenos y de estrogenos en el suero sanguineo de las perras estudiadas y en
los homogeneizados de sus tumores, eran elevados respecto a los niveles fisioldgicos de
la especie, encontrando ademaés, diferencias numéricas significativas entre los tumores
inflamatorios y no inflamatorios. Las muestras procedentes de perras con IBC presentaron
niveles mayores de DHEA, A4 y T que las muestras de perras con tumores no
inflamatorios. Ademas, en todos los casos, tanto el RA como el REP se encontraban

intensamente expresados.

En el presente estudio, los niveles en el medio de cultivo de androgenos (T y
DHT) en IPC-366 y SUM149, fueron menores que los de estrogenos y progestagenos,
por lo que la alta proliferacion de ambas lineas celulares puede deberse a la alta
concentracion de estrogenos encontrada en medios de cultivo. En los sueros y
homogeneizados de los tumores, los niveles de SO4E1 fueron mayores que los de T. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Stanway y colaboradores (2006) y también
con los obtenidos por Purohit y colaboradores (2012), confirmando, como ya hemos
sefialado anteriormente, que el SO4E1 actuaba como reservorio para la posterior sintesis

de estrdgenos causantes de la alta proliferacion celular observada.
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Respecto a los niveles de T, algunos autores como Céceres y colaboradores (2017)
postulan que altos niveles de T, pueden estar asociados una menor tasa de metéstasis en
ensayos in vivo llevados a cabo en ratonas, con tumores IMC e IBC. No obstante, existen
otras lineas de pensamiento respecto al efecto de la T en la proliferacion de células
mamarias y el desarrollo del cAncer de mama, entre las cuales destaca la idea de que los
androgenos pueden aumentar el riesgo de cancer de mama, ya sea directamente mediante
el aumento de la proliferacion celular via el RA o, indirectamente, a través de su

aromatizacion a los estrogenos (Secreto et al., 2007; Dimitrikakis et al., 2009).

Adicionalmente, es interesante sefialar que otros autores plantean que si los
androgenos estuviesen directamente relacionados con el desarrollo del cancer de mama,
se podria esperar una mayor incidencia de cancer de mama en ciertos grupos de mujeres
con desordenes hormonales como el sindrome de ovario poliquistico (SOP). No obstante,
a pesar de los niveles elevados de andrdgenos, los pacientes con SOP parecen no tener un

aumento significativo en su riesgo de cancer de mama (Kotsopoulos et al., 2012).

Respecto al recetor de esta hormona, el RA, se expresa en el 80% de los casos
(Dawood et al., 2011) y su expresion en el cancer de mama esta asociada a una respuesta
al tratamiento favorable y a un buen pronostico de la paciente, especialmente en aquellos
casos que ademas son positivos al RE (Vera-Badillo et al., 2014). No obstante, a pesar de
que se ha determinado la expresion de RA en lineas celulares, concretamente en las lineas
T47D y MCF-7, se desconoce el papel que éstos juegan exactamente en la carcinogénesis

y desarrollo tumoral (Fujii et al., 2017).

Como consecuencia de lo anterior, se han desarrollado y validado algunos
farmacos antiandrogénicos o que actlan sobre el RA para tratar la patologia oncolégica

prostatica, en la que los andrégenos tienen un papel muy relevante (Guaedj et al., 2012).
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Segln algunos autores, estos farmacos también tienen utilidad para tratar tumores

mamarios (Secreto et al., 1988; Céceres et al., 2017).

En conclusién, en el grupo control hemos podido observar altos niveles de
estrogenos presentes, tanto en el medio de cultivo como en el suero y en el
homogeneizado del tumor, lo que explica la alta proliferacion observada a nivel celular,
el importante crecimiento tumoral y la alta incidencia de metéstasis. Tanto los estrogenos
como los progestagenos presentaron mayores concentraciones que los andrégenos, de
accion protectora frente a los procesos tumorales y por ello, de nuevo, estos bajos niveles

obtenidos podrian explicar la malignidad observada de ambas lineas celulares.

Inhibidores del receptor de andrégenos como opcion terapéutica para IMC e IBC.

La Flutamida es un inhibidor del receptor androgénico que reduce la
proliferacion y crecimiento de lineas celulares en ensayos in vitro (Céceres et al., 2017)
y el crecimiento del tumor en modelos in vivo (Proverbs-Singh et al., 2015). No obstante,

apenas hay evidencia del efecto que tiene en estudios in vivo o in vitro en IBC e IMC.

El tratamiento administrado in vitro en ambas lineas celulares produjo una
reduccion del 80% de la proliferacién celular. Estos resultados estan en linea con los
obtenidos por otros autores, en los que lineas celulares como MDA-MB-453 mostraron
una notable reduccion de la viabilidad celular (con valores por encima del 75%), tras la
administracion de Flutamida (Naderi et al., 2011). Resultados similares se obtuvieron al
tratar otros tipos de tumores, como es el caso del carcinoma hepatocelular y del cancer de

préstata (Kono et al., 2017).

Ademas, en las ratonas con tumores generados a partir de las lineas celulares

IPC-366 y SUM149 y tratadas con Flutamida, se observéd una reduccién importante del
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tamafio del tumor. De la misma manera, se redujo también de forma significativa la

presencia de metéstasis, aproximadamente un 50%, en los animales tratados.

Debido a que la Flutamida inhibe selectivamente el receptor androgénico, toda
la cascada de hormonas esteroides puede verse afectada como consecuencia de la
administracion de dicho farmaco. En este estudio se cuantificaron las concentraciones de
hormonas esteroideas (P4, P5, SO4E1, E2, T, DHT, DHEA y A4) presentes en los medios
de cultivo de IPC-366 y SUM149 control y en los tratados con Flutamida, con el objetivo

de comparar su efecto en la sintesis hormonal.

En los grupos tratados de ambas lineas celulares se observo un aumento de la P5
y de la P4, al mismo tiempo que una disminucion de los niveles de DHEA, con respecto
a los valores del grupo control. Estos resultados sugieren, una dominancia de la via de la

P4 sobre la de DHEA para la sintesis del resto de hormonas esteroideas.

También se observé que los niveles de andrégenos (T y DHT) fueron
significativamente mayores que el grupo control. La disminucion de la proliferacion
celular observada puede ser debida a esta elevada concentracion de andrégenos. Algunos
autores han sugerido que la DHT inhibe la proliferacion de células mamarias cancerigenas
y que, el aumento de la sintesis de DHT puede provocar un aumento de la actividad de la
enzima 5a-reductasa y, como consecuencia de esto, reducir la capacidad de proliferacion

de las células tumorales (Suzuki et al., 2001).

Respecto al impacto de la Flutamida en la sintesis in vitro de estrégenos, hay que
destacar que los niveles de SO4E1 aumentaron y fueron mayores respecto al grupo
control, lo que podria sugerir que el SO4E1 puede actuar de reservorio para la sintesis de
estrogenos, como ya se ha indicado anteriormente. Ademaés, los niveles de E2

disminuyeron cuando las células fueron tratadas con Flutamida, aunque también la
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podemos asociar a una reduccion de la actividad aromatasa. EI aumento de los niveles de
T y la disminucidn de E2 producen, en conjunto, el efecto inhibitorio observado en los

ensayos de proliferacion celular.

A nivel de la sintesis in vivo de estrdgenos en las ratonas tratadas con Flutamida,
también se observaron niveles elevados de SO4E1 en las mediciones realizadas en el
homogeneizado de tumor de ambas lineas celulares. Ademas, para ambas lineas, los
niveles de E2 de los grupos tratados fueron bajos tanto en suero como en el
homogeneizado. Esto, unido a que los niveles de T, obtenidos en suero y homogeneizado
tumoral de ambas lineas celulares, aumentaron en los grupos tratados con respecto al
grupo control, mientras que los niveles de DHT, ademé&s de ser menores que los de T,
disminuyeron, podrian explicar la reduccion del crecimiento tumoral obsevado en ambas
lineas (55-65% para IPC-366; y 50-60% para SUM149), asi como la reduccion, en méas

de un 45%, de la presencia de metéstasis de los animales tratados respecto a los control.

A pesar de que se han hecho grandes avaces en lo que se refiere a la terapia del
cancer de mama, todavia queda mucho por hacer e investigar, para desarrollar nuevas
opciones terapéuticas para los tumores mamarios triple negativos. Las terapias dirigidas
al RA han demostrado ser una opcion a valorar para el tratamiendo de IBC e IMC. Estos
resultados demuestran que la Flutamida tiene un efecto antiandrogénico que produce una
inhibicidn de la proliferacion y progresion tumoral en modelos de IBC e IMC, que puede
ser explicado por el aumento de la concentracién de andrdgenos. Este incremento,
ademas, puede deberse al aumento de la actividad de la enzima 5a-reductasa, asi como
por la reduccion de la actividad de la aromatasa. Es importante destacar también que estos
altos niveles de androgenos en sangre y en el tumor pueden reducir la probabilidad de que

se produzcan metéastasis.
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Inhibidores de la sintesis de estrogenos como opcion terapéutica para IBC e IMC

Varios estudios han demostrado la importancia de los estrogenos en la
carcinogénesis y el crecimiento de tumores mamarios, tanto en mujeres pre como
postmenopausicas. En mujeres menopausicas, la sintesis de estrégenos disminuye a nivel
ovarico, aunque aumenta a nivel periférico respecto a otras hormonas como los
androgenos, lo que favorece la proliferacion celular y aumenta el riesgo de aparicion de
células neoplasicas, especialmente en mujeres portadoras de mutaciones en el gen BRCA
(Testa et al., 2020). Estos estrégenos sintetizados en tejidos periféricos seran
transformados en SO4E1 que, aunque tenga poca afinidad por el RE y sea biol6gicamente
inactivo, actlia de reservorio para la sintesis de estrégenos biol6gicamente activos gracias

a la accion de la enzima sulfatasa (Cui et al., 2013).

En este escenario, el tratamiento hormonal estd indicado con el objetivo de
reducir al maximo la sintesis de estrégenos y de las enzimas que participan en la
formacion de los mismos, limitando asi su accidon pro-cancerigena. Por todo esto,
podemos sefialar que en este punto hay 3 posibles dianas terapéuticas enzimaticas (Reed

et al., 2005; Shah et al., 2016):

e Aromatasa: participa en la sintesis de E1 a partir de A4y de E2 a partir de T.
e 17B-HSD-1: reduce la E1 a E2.

e Sulfatasa esteroidea: participa en la sintesis de SO4E1 a partir de EL.

Es importante sefialar que hay mas farmacos con los que se limita la accion de
los estrogenos en el organismo, siendo el caso del Tamoxifeno. Este farmaco, utilizado
durante décadas en tumores mamarios RE positivos, bloquea de forma selectiva dicho
receptor, impidiendo que los estrogenos se unan a él. Tras la publicacion de diversos

estudios que demostraron la seguridad y eficacia de los inhibidores de la aromatasa (1A)
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(Makris et al., 2002), su uso de expandié notablemente, aumentando la bateria de

tratamientos hormonales antes centrada casi exclusivamente en el Tamoxifeno.

Aunque en ambos casos se produce una limitacion o inhibicion de la accion de
estrogenos, los 1A tienen un mecanismo de accion muy distinto al Tamoxifeno ya que, en
este caso, en lugar de interactuar con el RE, lo hacen con la enzima aromatasa. Asi, en
mujeres menopdausicas la reduccion de estrogenos es notable, mientras que en
premenopausicas serd necesario combinar este farmaco con analogos de la LHRH para
bloguear completamente la sintesis ovarica y extra-ovarica de estrogenos (Pistelli et al.,

2018).

Dentro de los inhibidores de la aromatasa destacan tres farmacos: exametasona
(IA de tipo esteroideo), Anastrozole y Letrozole (IA no esteroideos). Estos farmacos, a
dia de hoy, estan indicados como terapia de primera linea en tumores RE+ y/o
metastaticos, y de segunda linea en casos en los que hay una resistencia adquirida al
Tamoxifeno (Testa et al., 2020). Adicionalmente, se ha demostrado que los IA tienen
mejores resultados en comparacion con el Tamoxifeno en lo que se refiere a supervivencia
libre de enfermedad, y a la reduccion de la incidencia de cancer de mama contralateral
(Coombes et al., 2004). Sin embargo, el uso de inhibidores de aromatasa, hasta el
momento, no ha resultado en un aumento significativo en la supervivencia general, en
comparacion con el logrado con Tamoxifeno (Pistelli et al., 2018). Ademas, se desconoce

el efecto de estos tratamientos en tumores como IBC e IMC.

A pesar de que los IA son una gran y potente herramienta terapéutica, hay casos
en los que no son eficaces (Stanway et al., 2005) e, incluso, se han descrito resistencias a
este tipo de moléculas (Augusto et al., 2018). Es por este motivo, que la inhibicién de la

enzima sulfatasa representa un enfoque novedoso para bloquear la formacién de
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estrogenos, mediante un mecanismo de accion distinto, suponiendo una alternativa

terapéutica en aquellas pacientes que generan resistencia al tratamiento con IA.

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto de dos farmacos cuyo
mecanismo de accidn evita la sintesis de estrégenos: Letrozole (inhibidor de la aromatasa)

y STX-64 (inhibidor de la sulfatasa esteroidea).

Letrozole como opcidn terapéutica para IBC e IMC

El Letrozole es un inhibidor de la aromatasa de tercera generacion, que inhibe
de forma selectiva y reversible esta enzimay con ello impide el crecimiento de las células
neoplésicas mamarias dependientes de estrogenos. Letrozole bloquea la sintesis de
estrdgenos en mujeres postmenopausicas y se usa como terapia para el cancer de mama
positivo para el RE, generalmente antes o después de la reseccion quirurgica y después
del fracaso del Tamoxifeno por la aparicién de resistencias al tratamiento (Carpenter et
al., 2005; Gobbi et al., 2014). Se desconoce su efecto en tumores negativos al RE debido

a la escasa bibliografia al respecto.

El primer estudio randomizado que demostré la superioridad de Letrozole vs
Tamoxifeno fue realizado por Eiermann y colaboradores (2001), a partir del cual han sido
varios los estudios que han demostrado que Letrozole es un farmaco seguro y que produce
resultados positivos en las pacientes, en términos de supervivencia y de calidad de vida
(Ellis et al. ,2001; Smith et al., 2005). Por otro lado, debido a la menor incidencia de
cancer de mama en mujeres premenopauticas, la evidencia en este colectivo de pacientes
tardd mas tiempo en llegar, siendo el estudio STAGE el primer estudio sobre inhibidores

de la aromatasa en este grupo de pacientes (Masuda et al., 2012).
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Ademas, autores como Martin y colaboradores (2012) sefialan que Letrozole,
cuando se compara con Tamoxifeno y Anastrozole a nivel clinico, ofrece a las pacientes
con céancer de mama una mejor calidad de vida, una mayor supervivencia ajustada a

calidad de vida y menos efectos adversos.

A pesar de que existe una gran cantidad de datos sobre el efecto de Letrozole
sobre diversos tipos de cancer de mama hormono-dependientes (Robarge et al., 2017),
son necesarios mas estudios que analicen la eficacia de tratar tumores mamarios triple

negativos con esta molécula.

En el tratamiento administrado in vitro en ambas lineas celulares se ha podido
comprobar que, a pesar de que tanto IPC-366 como SUM149 son negativas al RE, se
produce una clara reduccion de la proliferacion y viabilidad celular de, aproximadamente,
un 70%. Hay datos que afirman que esta reduccion de la viabilidad celular es debida a un
mecanismo de apoptosis, como sefialaron Neville-Webbe y colaboradores en 2010 y
Martin y colaboradores en 2012 en sendos estudios realizados con la linea celular de

cancer de mama MCF7-Ca que fue tratada in vitro con Letrozole.

Ademas de cambios a nivel proliferativo, se sabe que Letrozole produce cambios
en la sintesis de hormonas esteroideas tanto en lineas celulares como in vivo (Martin et

al., 2012).

A diferencia de los resultados obtenidos en el experimento con Flutamida, en el
que se observo una dominancia de la via de P4 en la sintesis estrogénica, en este caso, la
via de la DHEA parece ser dominante respecto a la de P4, que disminuye su
concentracion. Esta dominancia de la via de la DHEA podria explicar que los niveles de
P5, DHEA y A4 aumentaron durante el tratamiento in vitro con Letrozole. Respecto al

tratamiento in vivo, tanto en el suero sanguineo como en el homogeneizado del tumor, los
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niveles de P4 y DHEA aumentaron en ambas lineas celulares. Ademas, en el
homogeneizado del tumor también aumentaron los niveles de P5 y A4. Estos resultados
podrian sugerir que se produjo una acumulacion de precursores de la sintesis de hormonas

esteroides, debido a la accion inhibitoria de Letrozole sobre la enzima aromatasa.

Respecto a la sintesis de estrdgenos, al igual que en el tratamiento con Flutamida,
destaca que en ambas lineas celulares se redujo significativamente la concentracion de
E2 en medio de cultivo y de SO4E1 en el caso de SUM149, lo que podria explicar esta

reduccion en la viabilidad y proliferacién celular observada en los experimentos in vitro.

En las muestras de suero y homogeneizados tumorales, los niveles de E2
disminuyeron de forma significativa y dosis-dependiente, lo que podria estar relacionado
con la disminucion del tamafio tumoral observada durante el experimento in vivo, que
también fue significativa y dosis-dependiente. Estos resultados obtenidos, en los que se
ha producido una reduccion de la sintesis de E2, estdn en consonancia con los resultados
obtenidos por otros autores. Sang y colaboradores (2019) demuestran que al tratar dos
lineas celulares RE+, MCF-7 y T47D, con Letrozole, las concentraciones de E2 se
redujeron de forma significativa y mas marcada que en nuestras lineas celulares, pudiendo
deberse esto a la expresion de RE, que hace mas sensibles las células a la accion de este
farmaco. Rabarge y colaboradores (2017), obtuvieron unos resultados similares en un
ensayo randomizado que comparaba el efecto de la exametasona y Letrozole en 469
mujeres postmenopausicas. Ademas de comparar ambos farmacos y sus efectos clinicos,
se cuantificaron las hormonas E1, E2 y SO4E1, determinando que, aquellas que habian
sido tratadas con Letrozole, presentaron una menor concentracion de estrogenos en

sangre, pero no se observaron diferencias clinicas entre ambos grupos tratados.
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En lo que se refiere a los niveles de SO4E1, disminuyeron tanto en los cultivos
celulares de ambas lineas, como en los sueros y los homogeneizados tumorales. En los
cultivos de IPC-366 tratados, se observd un aumento dosis-dependiente de dicha
hormona, que podria deberse a un mecanismo de acumulacion para sintetizar estrégenos
posteriormente. En general, estos valores de SO4E1 son esperables teniendo en cuenta
que la aromatasa no solamente participa en la sintesis de E2 sino también en la sintesis
de E1 a partir de A4y es a partir de la sintesis de E1 cuando el SO4E1 puede comenzar a
sintetizarse. Por lo tanto, o IPC-366 presenta grandes acimulos de SO4E1 o la actividad

sulfatasa esta sobrexpresada para pasar todos esos estrogenos a SO4E1.

Respecto a la sintesis androgénica, cabe destacar que en el medio de cultivo, los
niveles de T disminuyeron y los de DHT aumentaron; sin embargo, en los sueros y
homogeneizados los niveles de ambas hormonas aumentaron. Estos resultados podrian
ser consecuencia de la inhibicion de la sintesis estrogenica, que produjo la acumulacion
de andrégenos que podrian haber limitado el crecimiento tumoral, fenébmeno que ya ha
sido descrito por otros autores (Tagaki et al., 2010) y que observamos previamente en los
resultados obtenidos en el tratamiento antiandrogénico con la Flutamida. Recordemos que
en este primer tratamiento los niveles de T y DHT aumentaron, provocando una
disminucion de la proliferacion celular que pudo ser debida a los niveles de DHT, ya que
ésta genera un aumento de la actividad de la enzima Sa-reductasa y como consecuencia

de esto, reduce la capacidad de proliferacion de las células tumorales (Suzuki et al., 2001).

Estudios previos han reportado que los pacientes tratados con exametasona (un
inhibidor de la aromatasa) mostraron niveles intratumorales bajos de E2 y altos de
androgenos (T y DHT), sugiriendo que este tratamiento inhibia el crecimiento del tumor
mediante el bloqueo de la conversion de los andrdgenos a estrégenos (Tagaki et al., 2010).

Estos resultados obtenidos también coinciden con los publicados por Sang y
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colaboradores (2019) que, al tratar la linea de cancer de mama MCF-7 con Letrozole

observaron una reduccion significativa de la proliferacion celular.

Otros autores sugieren que la DHT produce una reduccion de la proliferacion
celular al unirse a AR y afirman que la expresion de AR puede regularse tanto por DHT
como por E2, que controlan interactivamente el crecimiento del tumor mamario (Peters

et al., 2009).

La evidencia que existe sobre el impacto que tiene Letrozole en el tamafio del
tumor y su capacidad para reducirlo, es relevante. Numerosos estudios afirman que tras
el tratamiento con este farmaco, hay muchas pacientes con cancer de mama que no han
necesitado cirugia o, en caso de necesitarla, ésta ha sido mucho méas conservadora,
dejando de estar indicada la realizacion de una mastectomia radical (Ellis et al., 2001;

Coombes et al., 2004).

En cuanto al porcentaje de aparicion de metastasis observada en el estudio, se
produjo una reduccion muy significativa de la incidencia de metastasis a distancia. En los
tumores originados a partir de la linea IPC-366, la reduccion de la tasa de metéstasis
respecto al grupo control fue del 90% y en los tumores originados a partir de la linea
SUM149, esta reduccién fue del 80%. En diversas publicaciones se destaca el impacto
positivo de Letrozole en la supervivencia de las pacientes y dicha supervivencia esta
correlacionada directamente con la ausencia de metastasis de la paciente (Pistelli et al.,

2018).

Con todos los datos obtenidos en este estudio, se puede afirmar que este farmaco
tan extensamente validado y usado en la terapéutica de diversos tipos de cancer de mama,
podria considerarse como una opcion terapéutica mas en el tratamiento del IBC y el IMC.

Aunque es necesario profundizar méas en los mecanismos por los cuales se ha obtenido
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esta importante reduccion de la proliferacion celular, de la sintesis de estrogenos, del
tamafio del tumor y de la aparicion de metéstasis, podriamos afirmar a la vista de los
resultados obtenidos a nivel proliferativo, hormonal y de evolucion del tamafio tanto de
los tumores IBC como IMC, que Letrozole es un farmaco a considerar para tratar este

subtipo de cancer de mama.

STX-64 como opcion terapéutica para IBC e IMC

STX-64 (también conocido como lrosustat 0 677 coumato) es un sulfamato
triciclico cumarinico de primera generacién, que actia como inhibidor irreversible de la
enzima sulfatasa y que, actualmente, se esta investigando su eficacia y seguridad en el
tratamiento de cancer de mama metastatico y en el cancer de mama localmente avanzado

(Shah et al., 2016).

STX-64 se une e inhibe selectivamente a la sulfatasa esteroidea (STS), por lo
que impide la sintesis de estrogenos biol6gicamente activos, asi como el crecimiento de
tumores hormono-dependientes como pueden ser los de mama, ovario y endometrio

(Reed et al., 2005)

La administracion de STX-64 en cultivos celulares de IPC-366 y SUM149,
produjo una reduccion de, aproximadamente, el 40% de la viabilidad celular. Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidos por Sang y colaboradores (2018), en
los que trataron con STX-64 lineas celulares de cancer de mama RE+ como MCF-7 y
T47D, obteniendo tasas de inhibicion de la proliferacion mayores que en nuestro estudio
(81% para MCF-7'y 79% para T47D), lo que podria ser esperable teniendo en cuenta que,
en ambos casos, se tratan de lineas celulares positivas al RE, que acusan mas el efecto en

la inhibicion de la sintesis de estrogenos.
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Ademés de cambios a nivel proliferativo, se conoce que STX-64 produce
cambios en la sintesis de hormonas esteroideas tanto in vitro como in vivo (Foster et al.,

2006).

La determinacion de los niveles hormonales en medio de cultivo de IPC-366 y
SUM149, revel6 que los niveles de P5 aumentaron, mientras que los niveles de P4 fueron
significativamente menores que en el grupo control. Tanto en suero como en los
homogeneizados, los valores de estas hormonas disminuyeron notablemente. Es
interesante sefialar que los niveles de DHEA y A4, aumentaton en el medio de cultivo
significativamente, lo que podria explicar los bajos valores de P4 obtenidos ya que fueron
sintetizados a partir de ésta. En el ensayo in vivo, los niveles séricos de DHEA aumentaron
en ambas lineas celulares y A4 solo en SUM149 y, ademas, sus niveles en el
homogeneizado aumentaron. Debido a estos resultados, queda claro que la sintesis de
hormonas esteroideas sigue la ruta de la DHEA y los niveles de A4 aumentan debido a su
accion como precursora de estrogenos. En esta linea, recientemente Saha y colaboradores
(2019) afirmaron que la DHEA podria estimular la multiplicacion de las celulas

tumorales, provocando en consecuencia un aumento del tamafio del tumor.

Cuando analizamos la sintesis de estrogenos en los medios de cultivo de IPC-
366 y SUM149, observamos que los niveles de SO4E1 y E2 disminuyeron en ambas
lineas de forma significativa. Sin embargo, en el ensayo in vivo, observamos que en el
caso de E2, existe una elevacion significativa de sus niveles en suero y en el
homogeneizado, mientas que los de SO4E1 disminuyeron en ambos casos, probablemente
como consecuencia de su papel de reservorio para la sintesis de estrégenos, habiendo

generado en este caso un aumento de la concentracion de éstos en el tejido.
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Cuando analizamos la evidencia disponible en este escenario, observamos que
diversos autores obtuvieron resultados parecidos en sus tratamientos in vivo, destacando
que, en todos los casos, hubo una disminucién de la concentracion de estrogenos en las
muestras de tumores mamarios analizadas (Stanway et al., 2006; Reed et al., 2005;

Purohit et al., 2012; Coombes et al., 2013).

Ademas, se han realizado dos estudios de fase | con este farmaco y en ambos,
STX-64 no produjo toxicidades bioquimicas o hematoldgicas en los pacientes tratados.
En ambos estudios se observd una reduccion significativa a nivel sistémico (en suero
sanguineo) de las concentraciones de estrogenos, pero también de andrdgenos (Stanway

et al., 2006).

De los datos obtenidos de la cuantificacién de andrdgenos en este entudio,
destaca que tanto a nivel in vitro como in vivo se observd la misma tendencia en la que,
para ambas lineas celulares, los niveles de T aumentaron y los de DHT disminuyeron,
salvo para las muestras de suero de ambas lineas celulares en las cuales la concentracion
de T disminuyd. Otros autores que han realizado estudios in vitro en la linea MCF-7 (Sang
et al., 2018) e in vivo (Stanway et al., 2006) con STX-64 , sefialaron que los niveles de
androgenos disminuyeron. Stanway Yy colaboradores (2006) afirmaron que esta
disminucion de los niveles de androgenos en suero, concretamente T y A4, generaba
importantes preguntas sobre el origen de los andrégenos en mujeres postmenopausicas y,
por ello, sugieren que probablemente en este grupo de mujeres, la mayor fuente de A4
sea la DHEA, sintetizada en dérganos periféricos y no en la corteza adrenal, como se

pensaba anteriormente.

Aunque se hayan observado diferencias en lo que se refiere a la respuesta

hormonal, a nivel tisular se observd una misma tendencia entre ambas lineas, ya que los
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animales tratados con distintas dosis de STX-64 mostraron un crecimiento tumoral mayor
que el grupo control. Este crecimiento podria explicarse con los altos niveles de E2
observados en el suero y homogeneizado de tumor, ya que los estrogenos, y
particularmente E2, estimulan la proliferacion celular y con ello, el crecimiento tumoral.
Sorprendentemente, cuando se analizé la presencia de metéastasis en ambos grupos, no se
observd ninguna en los grupos tratados, mientras que la tasa de metéstasis en los grupos
control fue del 80%. Este resultado podria estar relacionado con los altos niveles séricos
de T, ya que diversos autores han sefialado que esta hormona es capaz de limitar el
desarrollo de metéstasis en pacientes con cancer de mama (Palma et al., 2000; McNamara

etal., 2013).

Recordemos que este farmaco, actualmente, estd indicado como segunda linea
terapéutica para el cancer de mama metastatico y para el cancer de mama localmente
avanzado. Aunque hace falta que se genere mas evidencia sobre la eficacia de STX-64
para el tratamiento del cancer de mama, todo parece indicar por los resultados obtenidos
en este estudio, que este farmaco podria ser Util como tratamiento adyuvante en el
tratamiento de tumores mamarios inflamatorios humanos y caninos, para reducir la
incidencia de metéastasis, siendo necesario un estudio en mujeres con IBC y perras con

IMC para poder confirmarlo.

Comparativa de los resultados in vitro e in vivo obtenidos.

Hemos podido observar en estos tres experimentos realizados con Flutamida,
Letrozole y STX-64 que sus distintos efectos y mecanismos de accidén han impactado

notablemente en la proliferacion y viabilidad celular, sintesis hormonal in vitro e in vivo
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y han provocado claros cambios de tendencia en el desarrollo del tumor, en la evolucion

de su tamafio y en su capacidad de metastatizar.

A nivel in vitro, tanto el tratamiento antiandrogénico como los dos
antiestrogénicos administrados en el medio de cultivo celular, produjeron una reduccién
de la proliferacion y viabilidad celular, siendo méas marcada en el caso Letrozole seguido
de Flutamida y en menor medida, STX-64. Estas reducciones experimentadas en las
lineas celulares con los tres tratamientos, son consecuencia de las variaciones en la
sintesis de hormonas esteroideas que ha generado cada tratamiento, siendo la sintesis
estrogénica la que probablemente haya impactado en mayor medida tanto en la
proliferacion como en la viabilidad celular. Esto concuerda con los resultados obtenidos,
en los que la mayor inhibicion de la sintesis de estrégenos se produjo en el grupo tratado
con Letrozole y fue en este grupo donde mayores cambios se produjeron a nivel

proliferativo y de viabilidad.

Respecto a la sintesis de progestagenos in vitro, fue menor en los cultivos en los
que se administraron Letrozole y STX-64, observandose un aumento de la sintesis de P5
pero una significativa reduccion de P4, especialmente marcada en los experimentos de
STX-64. Es interesante sefialar que, en ambos tratamientos ademas, se observd un
aumento de la sintesis de DHEA, que podria ser consecuencia de que en estos cultivos la
via utilizada para la sintesis de hormonas esteroideas sea la de la DHEA, explicandose asi
el aumento en la concentracién de esta hormona y la reduccion de P4. Por el contrario, en
el caso del experimento con Flutamida, se observé un aumento de la sintesis de P4y P5
asi como una disminucion de la DHEA, lo que nos hace pensar que, en este caso, la via
de sintesis de hormonas sea la de P4 y no la de la DHEA como ocurrié en los dos

tratamientos antiestrogénicos.
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Respecto a la sintesis de androgenos, en el tratamiento con Flutamida se
obtuvieron los mayores niveles de los mismos cuando los comparamos con los otros
tratamientos, siendo este resultado esperable teniendo en cuenta el mecanismo de accion
de la Flutamida, que impide la unién de los andrdgenos con su receptor, aumentando su

concentracion en el medio de cultivo.

Respecto a los resultados de la sintesis hormonal in vivo, cabe destacar que en
cuanto a la sintesis de progestagenos, aunque se han observado diferencias entre ambas
lineas celulares, globalmente, el tratamiento que generd6 mayores concentraciones de
progestagenos fue el de Letrozole, especialmente en los tumores de la linea IPC-366 y el
que generd menores concentraciones fue el de STX-64. Teniendo en cuenta el mecanismo
de accion de cada farmaco, parece razonable pensar que en el caso de Letrozole se produjo
una acumulacion de progestagenos, ante la imposibilidad de completar la cascada de
sintesis de hormonas esteroideas por la inhibicién de la enzima aromatasa. A diferencia
de la anterior, en el caso de STX-64 parece que adicionalmente a la dominancia de la via
de la DHEA en la sintesis hormonal y, ante la imposibilidad de sintetizar estrogenos por
la accion de STX-64, todos los precursores hormonales disponibles fueron el sustrato para

generar altas concentraciones de andrégenos, especialmente de testosterona.

El farmaco que mas redujo el nivel de estrogenos en suero y homogeneizado del
tumor fue Letrozole, debido a la efectiva inhibicion de la enzima aromatasa. Esta
reduccion del nivel de estrogenos pudo ser el causante de que Letrozole obtuviese mejores
resultados, en lo que se refiere al control global del tumor, que los otros dos tratamientos,
ya que produjo tanto una significativa reduccion del tamafio del tumor como una

significativa reduccién de la incidencia de metastasis.
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En lo que se refiere a los niveles de androgenos, éstos fueron més altos en los
experimentos de Letrozole y Flutamida. En el caso de Letrozole esto pudo ser debido al
aprovechamiento de todos los precursores hormonales para sintetizar androgenos, ante la
imposibilidad de sintetizar estrégenos y en el caso de Flutamida, debido a su mecanismo
de accion, los andrdgenos no pudieron unirse a sus receptores tras ser sintetizados,
generandose asi una gran acumulacién extracelular de andrégenos que, unido también a
la reduccién de la sintesis estrogénica observada, provocaron que Flutamida fuese el
tratamiento que produjo la mayor reduccion del tamafio del tumor. Por dltimo, es
interesante sefialar que en los tumores tratados con STX-64 se observaron los mejores
resultados a nivel de incidencia de metastasis de los tres estudios, ya que no se observé
ninguna durante la necropsia de las ratonas pertenecientes al estudio y tratadas con STX-
64. El mecanismo por el cual esto sucede ha de ser investigado en detalle, pero sin lugar
a dudas, podria ser una nueva herramienta terapéutica a considerar dentro de las
existentes, para reducir la incidencia de metastasis en las pacientes y conseguir asi

mejores resultados clinicos y de supervivencia a medio y largo plazo.

Por todo esto, el farmaco que ha presentado resultados mas interesantes fue
Letrozole, ya que fue el que méas redujo la concentracion de las hormonas que mas
estimulan la progresién tumoral, los estrdgenos, produciendo como hemos visto un buen
control del tumor en términos de crecimiento y metéstasis. Si analizamos estos dos
aspectos por separado, los otros dos farmacos estudiados tuvieron mejores resultados en
la reduccidn de el tamafio del tumor (Flutamida) y en la reduccion en la tasa de metastasis
(STX-64), siendo entonces interesante plantear el uso combinado de los mismos con otros
agentes quimioterapicos, administrados durante el tratamiento adyuvante, para evaluar
las posibles sinergias que se pudiesen establecer con sus distintos efectos y mecanismos

de accion, dando lugar a resultados interesantes a nivel hormonal y tumoral.
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Adicionalmente a todo lo anterior se ha podido observar que, ademas de las
grandes semejanzas que existen a nivel celular y tumoral entre IPC-366 y SUM149, como
también indicaron otros autores previamente, la respuesta a los tratamientos
administrados tanto in vitro como in vivo también es comparable, siendo esto muy
interesante para continuar realizando estudios comparativos y estudios de IBC en el
modelo animal canino. Por ultimo, es importante sefialar que los positivos resultados
obtenidos en los ensayos con la linea IMC, podrian generar nuevas opciones terapéuticas
para el tratamiento de esta patologia en medicina veterinaria y seran necesarios estudios
adicionales in vivo tanto en animales de experimentacién como en perras con IMC, para

validar su eficacia.
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VIII. CONCLUSIONES
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Conclusion 1: La terapéutica de IBC e IMC con terapias dirigidas al receptor de
andrdgenos y concretamente el tratamiento con Flutamida, ha demostrado ser una opcion
efectiva para los tumores generados a partir de las lineas IPC-366 y SUM149 tras analizar
los resultados obtenidos en los tratamientos in vitro e in vivo, destacando la reduccién
significativa del tamafio del tumor entre un 50 y un 65% y una reduccién del 40 al 50%

de la incidencia de metastasis a distancia en ratonas Balb/SCID xenotrasplantadas.

Conclusion 2: El tratamiento con Letrozole ha demostrado ser efectivo para el
tratamiento del carcinoma inflamatorio mamario humano y canino, triple negativo, in
vitro e in vivo en ratonas Balb/SCID. La utilizacion del Letrozole para inhibir la expresion
de la enzima aromatasa en tumores mamarios inflamatorios, reduce los niveles de
estrogenos y, como consecuencia, el tamafio del tumor entre un 53 y un 76% y la
incidencia de metéstasis entre un 80 y un 90% en ratonas Balb/SCID con tumores IBC e

IMC triple negativos.

Conclusion 3: El tratamiento con STX-64 ha demostrado no ser eficaz en la
reduccion del tamafio de los tumores, generados por las lineas celulares de carcinoma
inflamatorio mamario humano y canino. Sin embargo, este tratamiento produjo una
reduccion de la incidencia de metastasis a cero tanto en IPC-366 como en SUM149. Por

lo que STX-64 podria utilizarse como adyuvante en este tipo de neoplasia mamaria.

Conclusion 4: Podemos afirmar que IPC-366 supone un gran modelo valido de
investigacion para los tratamientos para el cancer inflamatorio mamario humano y canino,
debido a las similitudes encontradas en la respuesta de los diferentes tratamientos
(Flutamida, Letrozole y STX-64), in vitro e in vivo, de las lineas celulares IPC-366 y

SUM149 y de los tumores generados por las mismas.
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Conclusion 5: Letrozole ha sido el tratamiento con mayores reducciones de
sintesis de estrogenos, Flutamida produjo las mayores reducciones del tamafio del tumor

y STX-64 las mayores reducciones de la incidencia de metastasis.

Conclusion final: Flutamida, Letrozole y STX-64 han demostrado que son
farmacos a considerar para tratar el carcinoma inflamatorio mamario humano y canino
triple negativo, siendo ademas el IMC un modelo animal validado para seguir

investigando opciones terapéuticas para el IBC.
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