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El cdncer de mama es el tumor diagnosticado con mayor frecuencia a nivel mundial, ademas de
ser una de las principales causas de mortalidad en la mujer. El cdncer de mama cuenta con
distintos subtipos tumorales, entre los cuales el subtipo HER2 positivo (HER2+) representa
alrededor de un 15-20 % de los casos diagnosticados. Estos tumores se caracterizan por una
sobreexpresion del receptor HER2 y su manejo clinico se basa en el uso de terapia anti-HER2
dirigida. Los anticuerpos anti-HER2 trastuzumab y pertuzumab, en combinacién con
guimioterapia basada en taxanos, constituyen en esquema de neoadyuvancia el régimen de
tratamiento estandar para los casos de estadio precoz, lo cual ha mejorado significativamente el
resultado clinico y la supervivencia de las pacientes. Sin embargo, un 40-60 % de los casos no
alcanza la respuesta patoldgica completa (pCR, por sus siglas en inglés) tras el tratamiento. Estas
pacientes tienen una mayor probabilidad de recaida al cabo de meses o afios desde la cirugia, la
cual ocurre mayoritariamente en forma de metastasis a distancia, en cuyo caso las pacientes
presentan muy pocas posibilidades de curacién con las terapias actuales, por lo que prevenir
esta situacion resulta fundamental. Por ello, profundizar en la comprensién de los mecanismos
moleculares que gobiernan la resistencia a la terapia anti-HER2, asi como la identificacién de

estrategias terapéuticas que ayuden a revertirla, contindan siendo una prioridad clinica.

Los fibroblastos asociados a cancer (CAF) constituyen la poblacién mas abundante de las células
del estroma que componen el microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés). Debido a
su capacidad para secretar una amplia gama de factores, incluyendo citocinas y factores de
crecimiento, los CAF son un componente clave que orquesta la composicién del TME vy las
multiples funciones celulares que influencian el comportamiento del tumor. La creciente
evidencia presta especial atencion al secretoma derivado de los CAF, demostrando su papel en
la promocion de aspectos relacionados con la patogénesis del cancer de mama, tales como la
proliferacion y el crecimiento tumoral, la metastasis y la resistencia a terapia, incluyendo la
resistencia a terapias anti-HER2. Sin embargo, se necesita profundizar en la investigacién para
esclarecer el papel de los CAF en el desarrollo y progresidn del cancer, incluyendo el cancer de
mama HER2+. Asi, el objetivo de este trabajo fue la identificacidn de factores en el secretoma de
los CAF relacionados con la generacién de resistencia a la terapia anti-HER2, cuya modulacién
farmacoldgica permita revertir la resistencia y mejorar la eficacia de esta terapia. Ademas, se
profundizé en el mecanismo molecular de resistencia asociado a los factores identificados, asi
como en su posible valor clinico como biomarcadores prondsticos y/o predictivos en el cancer

de mama precoz HER2+.

En este estudio se determind el efecto del secretoma derivado de una linea de CAF, mediante

ensayos in vitro con medio condicionado, en la generacidn de resistencia a la terapia con
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trastuzumab y pertuzumab, en combinacién con quimioterapia, en lineas celulares de cancer de
mama HER2+. Tras caracterizar a nivel celular y molecular este efecto en la induccion de
resistencia a la terapia anti-HER2, se analizd el secretoma de estos CAF mediante técnicas de
espectrometria de masas, con el objetivo de identificar proteinas candidatas con un posible
papel en la generacién de resistencia a la terapia anti-HER2. Las proteinas seleccionadas fueron:
14-3-37, CCL2, HMGB1, HSP90-a, PAI-1 y S100-A11, y los ensayos funcionales mediante su
adicidn exdgena en los cultivos celulares permitieron evaluar su papel en la generacién de
resistencia a la terapia combinada en las lineas tumorales HER2+. Los resultados de estos
ensayos condujeron a la seleccion de S100-Al11 como proteina de estudio derivada del
secretoma de los CAF con un posible papel en la generacidn de resistencia a la terapia anti-HER2
combinada con quimioterapia. El tratamiento farmacoldgico dirigido a su receptor AGER, asi
como a STAT3, en combinacién con la terapia anti-HER2, permitié revertir la resistencia a la
terapia anti-HER2 inducida por la proteina S100-A11. El papel bioldgico de la proteina S100-A11
de los CAF en los tumores de mama HER2+ fue confirmado mediante un estudio retrospectivo
en una cohorte de casos diagnosticados de cancer de mama HER2+ de estadio precoz. En estos
tumores, la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF se asocié positivamente con la
sobreexpresion de p-STAT3 en las células tumorales, y correlacioné ademas con la presencia de
enfermedad residual tras el tratamiento con la terapia anti-HER2 en neoadyuvancia asocidandose,
por lo tanto, a un peor prondstico de estas pacientes. Por otro lado, las peores tasas de pCR de
los tumores que sobreexpresaban S100-A11 en los CAF sugirieron también su posible valor como

factor predictivo de respuesta a la terapia anti-HER2 en el cancer de mama precoz HER2+.
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Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer globally and is a leading cause of death
among women. It comprises various subtypes, including HER2-positive (HER2+) breast cancer,
which accounts for approximately 15-20% of diagnosed cases. These tumours are identified by
the overexpression of the human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2) and their
clinical management is based on anti-HER2 targeted therapy. The combination of trastuzumab
and pertuzumab anti-HER2 antibodies with taxane-based chemotherapy is the standard
neoadjuvant treatment regimen for early-stage cases prior to surgery. This approach has
significantly improved clinical outcomes and survival rates for these patients. However, up to
60% of patients do not achieve a pathological complete response (pCR) after treatment,
increasing the likelihood of recurrence, often as distant metastasis, months or years after
surgery. Currently, there are limited options for curing HER2+ metastatic breast cancer with
available therapies, making prevention of this situation crucial. Therefore, understanding the
molecular mechanisms underlying anti-HER2 therapy resistance and identifying therapeutic

strategies to reverse resistance remain clinical priorities.

Cancer-associated fibroblasts (CAFs) are the most abundant population of stromal cells that
constitute the tumour microenvironment (TME). CAFs are crucial in shaping the TME and
influencing tumour behaviour due to their ability to secrete a wide range of factors, including
cytokines and growth factors. Growing evidence pays special attention to the CAF-derived
secretome, which has a role in the promotion of breast cancer pathogenesis-related aspects such
as proliferation, tumour growth, metastasis, and drug resistance, including resistance to anti-
HER2 therapy. However, further research is needed to fully understand the role of CAFs in tumour
development and progression of cancer, including HER2+ breast cancer. Therefore, the aim of
this work was to identify CAF secretome factors that are related to the generation of anti-HER2
resistant phenotypes. The goal was to pharmacologically modulate these factors to reverse
treatment resistance and improve the efficacy of anti-HER2 therapies. Additionally, we assessed
their clinical relevance as potential prognostic and/or predictive biomarkers in early HER2+

breast cancer using clinical samples.

This study conducted in vitro assays using conditioned medium from CAFs, characterizing the
cellular and molecular effects of the CAF secretome on the development of resistance to
combined treatment with trastuzumab plus pertuzumab and chemotherapy in HER2+ breast
cancer cell lines. A mass spectrometry-based analysis of CAF-derived secretome was performed
to identify candidate proteins that may play a role in anti-HER2 therapy resistance. The proteins
selected were 14-3-3C, CCL2, HMGB1, HSP90-q, PAI-1, and S100-A11. Their contribution to the

increased proliferation rate of resistant cells in HER2+ breast cancer cell lines was assayed,
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leading to the selection of S100-Al11l for further study into its mechanism of resistance
acquisition. Combining anti-HER2 treatment with pharmacological inhibition of AGER (Advanced
glycation end products receptor) and STAT3 reversed the anti-HER2 therapy resistance induced
by exogenous S100-A11 in cell cultures. In a retrospective cohort study of patients with early
HER2+ breast cancer, a positive association was found between S100-A11 overexpression in CAFs
and p-STAT3 overexpression in tumour cells. S100-A11 overexpression in CAFs was also
correlated with residual tumour burden after neoadjuvant anti-HER2 treatment, indicating its
association with worse prognosis and suggesting its potential as a predictive biomarker for

response to anti-HER2 therapy in early HER2+ breast cancer.
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1. Cancer de mama

1.1. Epidemiologia del cdncer de mama

Segln estiman los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es, tras las
enfermedades cardiovasculares, una de las principales causas de mortalidad en el mundo. La
incidencia y mortalidad del cdncer aumentan rapidamente en paises desarrollados, debido
principalmente al incremento en la esperanza de vida y al estilo de vida [1]. La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), miembro de la OMS, publica en el
Observatorio Mundial del Cancer (GCO) la base de datos GLOBOCAN, que proporciona
estadisticas globales de cancer y las estimaciones de incidencia y mortalidad para 36 tipos de
cancer en 185 paises. Recientemente se publicé la base de datos GLOBOCAN 2020 con nuevas
estimaciones sobre la carga del cancer a nivel mundial, indicando que ésta ha aumentado a 19,3
millones de nuevos casos diagnosticados, con casi 10 millones de muertes producidas por cancer.
Ademas, se espera que la carga mundial del cancer sea de 28,4 millones en el afio 2040 [2]. En
2020 por primera vez el cancer de mama superé al cancer de pulmén como el cancer
diagnosticado mas comun, con un nimero estimado de 2,3 millones de casos nuevos (11,7 %),
seguido por el cancer de pulmén (11, 4 %), el cdncer colorrectal (10,0 %) y el cancer de prdstata
(7,3 %) [2]. De acuerdo con los datos de GLOBOCAN 2020, la incidencia del cdncer en Espafia en
2020 fue de 282.421 casos diagnosticados. El cancer colorrectal fue el cancer diagnosticado mas
frecuente en Espafia (14,7 %), seguido por el cancer de prostata (12,3 %) y el cancer de mama
(12,1 %). El cancer de pulmdn sigue siendo la primera causa de muerte por cancer (20,3 %) en
Espaia, seguido del cancer colorrectal (10,6 %), el cancer de pancreas (6,7 %) y el cancer de

mama (5,8 %) [2] (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad estimada de los principales diez tipos de cdncer en Espaiia, en
ambos sexos, en el afio 2020. Adaptado del Observatorio Mundial del Cdncer de la Agencia

Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC).

El cdncer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres y es una de las principales causas
de muerte en la mujer [3], presentando en 2020 una incidencia de 2.261.419 casos
diagnosticados a nivel mundial y siendo responsable de un total de 684.996 muertes. En Espaiia
es también la neoplasia mas frecuente en mujeres, y se estima que la probabilidad de desarrollar
cancer de mama es del 8 % [4]. En el afio 2020 fueron diagnosticados en Espafia 34.088 casos
de cancer de mama, siendo un 28,7 % del total de neoplasias diagnosticadas en mujeres, y
ocasiond un total de 6.606 muertes [2]. Aunque la incidencia del cancer de mama ha sufrido un
considerable aumento, las estrategias de deteccion precoz y los avances en el diagnéstico y la
terapia han conseguido reducir la tasa de mortalidad y aumentar la supervivencia a los 5 afios,
siendo ésta superior al 80 % en estadios tempranos [4]. Sin embargo, la mortalidad global por
cancer de mama sigue siendo elevada, reduciendo la supervivencia hasta un 24 % en estadios

avanzados [3].

1.2. Clasificacién histoldgica, grado histoldgico y estadiaje

La variabilidad en las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los carcinomas de mama
influye en su comportamiento bioldgico y clinico, resultando fundamental la correcta
identificacién del subtipo. La clasificacién de la OMS recoge los distintos subtipos en funcién de

las caracteristicas morfoldgicas del tumor [5].
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La mayoria de los tumores de mama son adenocarcinomas, originandose en el epitelio de la
gldandula mamaria. Las células tumorales pueden originarse y quedar confinadas, dando lugar a
carcinomas in situ o no invasivos, que pueden desarrollarse en los conductos galactéforos
(carcinoma ductal in situ o CDIS) o en los lobulillos de la glandula mamaria (carcinoma lobulillar
in situ o CLIS) [6]. Los tumores pueden propagarse al tejido mamario circundante, originando el
carcinoma ductal infiltrante (CDI) o carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) (Figura 2. A, B). El
carcinoma ductal infiltrante o invasivo, también conocido como carcinoma infiltrante sin tipo
especial (NOS, por sus siglas en inglés), es el subtipo mas comun de cancer de mama y constituye

cerca del 80 % de los tumores de mama infiltrantes [7].

Existen otros subtipos de carcinoma mamario infiltrante menos comunes, incluyendo los
subtipos tubular, cribriforme, mucinoso, metapldsico, papilar, micropapilar, inflamatorio vy

neuroendocrino, entre otros [7].

Carcinoma ductal infiltrante (CDI) Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI)
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Figura 2. Adenocarcinoma de mama infiltrante en el tejido de la gldndula mamaria. A.
Carcinoma ductal infiltrante (CDI), también conocido como carcinoma infiltrante sin tipo especial
(NOS). B. Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). Imagen adaptada del Instituto Nacional del Cancer
y utilizada con el permiso bajo Copyright © 2019 de Terese Winslow LLC, Medical Illustration.

(https://www.teresewinslow.com/).

En el estudio de la patologia mamaria es necesario determinar el grado histolégico y el estadiaje
de la enfermedad. En la actualidad, la determinacion del grado histoldgico se realiza de acuerdo
con la escala de Scarff-Bloom-Richardson, modificada posteriormente por Elston y Ellis [7],[8].
Esta escala muestra una importante reproducibilidad entre distintos observadores [10] y se basa

en la cuantificacion de tres aspectos de la diferenciacién tumoral: 1) el porcentaje de formacion
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de estructuras tubulares en el tumor, 2) el grado de pleomorfismo o atipia en las células

tumorales, 3) el nUmero de mitosis presentes en 10 campos microscépicos.

El estadiaje del cancer de mama, al igual que ocurre en otros tipos tumorales, es un factor
prondstico altamente significativo. Viene definido por la estadificacion TNM, establecida por el
American Joint Committe on Cancer (AJCC), y clasifica los tumores de mama en funcion del
tamafio tumoral (T), la afectacidn ganglionar (N) y la presencia de metastasis a distancia (M) [11].
En base a la clasificaciéon TNM, en cancer de mama se distinguen cuatro estadios de la
enfermedad. Los estadios | y Il, en los que se considera enfermedad precoz o temprana; los
estadios IlIA y 1lIB, considerados como enfermedad localmente avanzada, y los estadios llICy IV,

considerados como enfermedad avanzada o metastasica.

La clasificacion morfolégica del tumor, la determinacién del grado histoldgico y la evaluacién del
estadiaje clinico son pardmetros esenciales para proporcionar un diagndstico y prondstico
iniciales del cancer de mama. Sin embargo, estos factores tienen una capacidad limitada para
predecir la respuesta al tratamiento y el riesgo de recurrencia de la enfermedad a largo plazo
[12]. En las ultimas décadas se ha incorporado en la practica clinica la determinacién de
marcadores bioldgicos prondsticos (informan de la evolucién de la enfermedad
independientemente del tratamiento recibido) y/o predictivos (informan sobre la respuesta a un
determinado tratamiento), los cuales permiten una mejor estimacién del comportamiento de la
enfermedad y seleccidn del tratamiento. Asi, los subtipos morfoldgicos pueden ser subdivididos
o clasificados en funcién de sus firmas moleculares, basadas en perfiles de expresién génica o

en la expresion de proteinas consideradas biomarcadores.
1.3. Clasificacion molecular del cdncer de mama

Actualmente existen cuatro marcadores prondsticos y/o predictivos que se determinan
mediante inmunohistoquimica (IHQ) en el tumor, en el momento del diagndstico: el receptor de
estrégenos (ER), el receptor de progesterona (PR) (conocidos como receptores hormonales, HR),
el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el marcador de proliferacion
celular Ki-67. En funcidon de su expresidn se distinguen cuatro subtipos moleculares principales,
conocidos también como subtipos intrinsecos: Luminal A, Luminal B, HER2 positivo (HER2+) y
basal-like [13,14], que inicialmente determinan el enfoque terapéutico. La continua evaluacién
de nuevas dianas moleculares hace que la clasificacion del cancer de mama evolucione y siga

redefiniéndose. Asi, posteriormente se han determinado e incluido nuevos subtipos, como el
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subtipo de baja expresidn en claudina (claudin-low) y el grupo de tumores de mama triple

negativo (TN) [15,16].

Por otro lado, aunque la clasificacién molecular basada en los patrones de expresion génica
proporciona una mayor informacién predictiva del resultado clinico de los pacientes a largo
plazo, no se ha implementado en la practica clinica como un aspecto rutinario. Por este motivo,
se establecid la correspondencia entre la designacidn clinica, basada en la determinacidn de los
marcadores mencionados por IHQ, y la clasificacion molecular, basada en analisis de expresion
génica, observandose que no existe una correlacién completa en un nimero significativo de
casos (Figura 3) [17]. Segun esta correlacion, todos los subtipos intrinsecos podrian ser
identificados como cancer de mama HER2+ y, por el contrario, tumores con sobreexpresion de

HER2 podrian ser clasificados erroneamente como tumores HER2 negativos (Figura 3).

ER+/PR+/HER2- ER+/PR+/HER2+

3%
7%

49%

27%

ER-/PR-/HER2+ ER-/PR-/HER2-

3% 3%

Luminal A = Luminal B m HER2+ M Basal-like = Claudin-low ® Normal-like

Figura 3. Correlacion entre la clasificacion inmunohistoquimica y la clasificacion molecular de

tumores de mama (Adaptado de Rivenbark A., et al. Am J Pathol, 2013).

La identificacion de firmas de expresion génica, basadas en tecnologias de microarrays, y su
asociacién al resultado clinico de las pacientes ha permitido identificar tumores con distinto
comportamiento clinico o respuesta a un tratamiento [18]. Esto ha conducido al desarrollo de
plataformas o tests multigen, cuya implementacién en la practica clinica ha mejorado el

diagnéstico, el prondstico y la prediccidon de la respuesta terapéutica en las pacientes [19].

29



I !ntroduccion

MammaPrint (Agendia), que determina la expresién de una firma de 70 genes, fue aprobado por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) en 2007, y ha
demostrado ser un buen predictor de riesgo de recurrencia del tumor a distancia [20]. Prosigna
(PAMS50, NanoString Technologies), aprobado por la FDA en 2013, analiza la expresion de 50
genes predictivos en cdncer de mama, permitiendo la estratificaciéon de los pacientes en tres
categorias de riesgo (alto, bajo e intermedio) y su clasificacidon en funcién del subtipo intrinseco
[21]. El test Oncotype DX (Genomic Health) se utiliza ampliamente como herramienta de apoyo

en la clasificacion de pacientes en estadios iniciales y para la seleccidn del tratamiento [22,23].

Sin duda, la evolucidn en la identificacidon de biomarcadores prondsticos y predictivos en cancer
de mama ha mejorado la subclasificacion molecular de los tumores y la selecciéon de la terapia
mas adecuada. Sin embargo, conseguir llevar a cabo una terapia personalizada en cancer de
mama requerird de un andlisis mas completo de las caracteristicas de la enfermedad de cada
paciente de manera individualizada, junto con la evaluacién y la comprensién de la contribucidn

de las alteraciones genéticas y epigenéticas especificas para cada caso.
2. Cancer de mama HER2+

El receptor HER2, denominado también ErbB-2, es un receptor tirosina-cinasa de superficie
celular. EI mecanismo por el cual se produce la sobreexpresion de receptores HER2 en la
membrana citoplasmatica se asocia al incremento en el nimero de copias del gen codificante
para HER2, o a una amplificacién de la region cromosdmica donde se localiza el mismo. Esta
alteracién en HER2 se detecta en un 15-20 % de los tumores de mama [24], otorgandoles
autosuficiencia de sefiales de crecimiento y una activacidn constitutiva de vias de sefializacidn
que incrementan la capacidad proliferativa e invasiva de las células, y confiriendo a estas

neoplasias una destacada agresividad [25].

HER2 es una proteina codificada por el gen ERBB2 (HER2/neu), cuya localizacién se encuentra
en el brazo largo del cromosoma 17 [26]. Es un receptor transmembrana de 185 kDa, con
actividad tirosina-cinasa intrinseca, que pertenece a la familia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, epidermal growth factor receptor), conocida como familia de
receptores HER o ErbB. Esta familia de receptores comprende cuatro integrantes: EGFR (o
HER1), HER2, HER3 y HER4 [27]. La estructura de estos receptores consiste en una region N-
terminal extracelular, con dominios de unién a ligandos, una region transmembrana, y una

region C-terminal intracelular con actividad tirosina-cinasa, que permite la auto y

30



introduccion |

transfosforilacidn [28]. El dominio cinasa de HER3 carece de actividad enzimatica, por lo que

requiere de la heterodimerizacidn para su transfosforilacion [29].
2.1. Seiializacién celular mediada por el receptor HER2

La unién de ligandos especificos a los receptores de la familia HER produce un cambio
conformacional en estos que posibilita su homo o heterodimerizacién y subsecuente activacion
[30]. Mientras que para EGFR, HER3 y HER4 se conocen numerosos ligandos [31], hasta el
momento no se han identificado ligandos especificos de HER2. Sin embargo, HER2 es el
compafiero de heterodimerizacidn de preferencia para el resto de los receptores de la familia,
constituyendo heterodimeros con mayor estabilidad y con una sefalizacion mas potente que
otras combinaciones sin HER2 [32]. El heterodimero HER2-HER3 es considerado el complejo mas
potente en cuanto a fuerza de interaccion, fosforilacidn de residuos tirosina inducida por ligando

y transduccion de la senalizacion intracelular [33].

Tras la unidn del ligando y la formacién de los dimeros, se produce la transfosforilacion del
dominio tirosina-cinasa citoplasmatico de los receptores y la subsecuente activacion en cascada
de distintas rutas de sefializacién [28]. La variedad de ligandos, la combinacién de receptores y
la amplia gama de proteinas efectoras implicadas en la transducciéon de las sefiales, inducen la
activacion cruzada de distintas vias, dando lugar a una diversidad significativa en la sefializacion
y determinando, en Ultima instancia, la respuesta celular y bioldgica. Tres de las principales vias
de sefializacién desencadenadas downstream de HER2 son PI3K/AKT/mTOR, Ras/Raf/MEK/ERK
y JAK/STAT (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sefializacion intracelular mediadas por HER2. La homodimerizacion o
heterodimerizacion de HER2 induce la activacion del receptor, activando distintas cascadas de

sefializacion downstream, como la via de Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR y JAK/STAT.

Creado con BioRender.com.

El complejo PI3K/AKT/mTOR constituye una via de sefializacién con una funcion principal en
actividades celulares esenciales, tales como el metabolismo energético, el crecimiento y la
proliferacién celular, la angiogénesis y la apoptosis [34]. Algunos receptores de membrana,
incluyendo los receptores tirosina-cinasa, tras recibir una sefial extracelular activan la cinasa
PI3K, que recluta la proteina AKT como principal molécula efectora de esta via. La proteina AKT
activada (mediante su fosforilacion por mTORC2) regula la actividad de diversos sustratos, como
proteinas reguladoras de ciclo celular y de apoptosis, cinasas y factores de transcripcion [34].
Por otro lado, la via de Ras/Raf/MEK/ERK, también conocida como MAPK/ERK, es la mas
estudiada de las cascadas MAPK. La activacion de receptores tirosina-cinasa por factores de
crecimiento y moléculas de sefializacion extracelular conduce a la activacion secuencial de las
proteinas Ras, Raf, MEK y, finalmente, ERK. Las isoformas ERK1 y ERK2 (conocidas como ERK1/2
0 p44/42) catalizan la fosforilacién de multiples dianas citoplasmaticas y nucleares, incluyendo
factores de transcripcién esenciales para la proliferaciéon y diferenciacién celular [35]. Las

proteinas JAK y STAT forman un nodo de comunicacidn membrana-nucleo esencial en la funcién
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celular, que puede ser activado por diversos factores de crecimiento y citocinas, incluyendo
interleucinas e interferones. El factor de transcripcion STAT3 es un miembro regulador central
en esta cascada de sefializacidn, cuya activacién, dimerizacién y traslocacién al nucleo induce la
expresion de genes implicados en la regulacién de procesos celulares como la proliferacion, la

apoptosis y respuestas inflamatorias [36].

La amplificacién de HER2 causa un incremento en la activacion de estas vias de sefializacion,
alterando la regulacién y ocasionando el estimulo de procesos como la proliferacién celular,

movilidad e invasion, apoptosis y angiogénesis [27] (Figura 4).
2.2. Papel de HER2 como biomarcador en cdncer de mama

En la década de 1980, se observd que la amplificacién y/o la sobreexpresién de HER2 en
pacientes con cancer de mama conferia mal prondstico y una peor supervivencia global (SG),
siendo un marcador prondstico independiente asociado a menor supervivencia libre de
enfermedad (SLE) en estadios tempranos [37]. Ademas de su importancia como factor
prondstico en cancer de mama, constituye un marcador predictivo de respuesta a terapias anti-
HER2 [38]. Uno de los retos para el uso de HER2 como factor prondstico y predictivo en cancer
de mama ha sido establecer unos métodos de valoracion con suficiente reproducibilidad y que
permitan discriminar el estado del receptor de forma fiable. La determinacién del estado de
HER2 en cancer de mama hoy en dia es una herramienta ampliamente utilizada en la practica
clinica. La técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés) se emplea
para la deteccién de la amplificacidon del gen HER2, mientras la IHQ permite medir los niveles de
la proteina HER2, siendo ésta ultima la técnica de eleccidn para la rutina diaria. El estado de
HER2 debe evaluarse en el componente tumoral y requiere una estandarizacién del protocolo
de realizacion de la técnica y de la interpretacidén de los resultados, de acuerdo con la guia
elaborada por la Sociedad Americana de Oncologia Médica (ASCO) y el Colegio Americano de
Patélogos (CAP), publicada en 2007 [39] y actualizada en 2013 [40]. En el afio 2009, la Sociedad
Espafola de Oncologia Médica (SEOM) y la Sociedad Espariola de Anatomia Patoldgica (SEAP)
publicé también la guia de recomendacidn para la determinacién de HER2 [41]. La identificacion
adecuada del subtipo de cancer de mama HER2+ en la practica clinica mejord significativamente
el tratamiento de este subgrupo de pacientes, ya que la amplificacién y/o sobreexpresion de
HER2 estan asociadas a un beneficio considerable de la terapia dirigida a HER2 en el cancer de

mama.
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2.3. Tratamiento del cancer de mama HER2+

Desde la década de los noventa hasta la actualidad se han desarrollado una variedad de terapias
especificamente dirigidas contra HER2, cuya combinacidn con la quimioterapia se ha convertido
en el régimen terapéutico actual para el cancer de mama HER2+ en estadios tempranos y
avanzados. Las terapias anti-HER2 actuales incluyen anticuerpos monoclonales humanizados,
inhibidores tirosina-cinasa (TKls, Tirosine kinase inhibitors) y conjugados anticuerpo-farmaco

(ADCs, Antibody-drug conjugates).

2.3.1. Terapia dirigida anti-HER2: trastuzumab y pertuzumab

En el afio 1995, Genentech desarrollé la primera terapia anti-HER2, trastuzumab (Herceptin), un
anticuerpo monoclonal inmunoglobulina (Ig) G1 humanizado con capacidad de unién selectiva
a HER2, que impide la formacién de homodimeros HER2-HER2 y de heterodimeros de HER2 con
otros miembros de la familia [42]. Este farmaco demostrd tener un efecto anti-tumoral,

inicialmente en lineas celulares y posteriormente en tumores con sobreexpresion de HER2.

En 1998 la FDA aprobé el tratamiento con trastuzumab en combinacién con quimioterapia para
pacientes con cancer de mama HER2+ metastdsico, siendo obligatoria la determinacién del
estado de HER2 como variable predictiva para la seleccion de la terapia anti-HER2. En pacientes
con cancer de mama HER2+ metastasico se ha demostrado que la adicién de trastuzumab a la
guimioterapia aportaba un beneficio significativo en el tiempo de progresién de la enfermedad,
incrementando la supervivencia libre de progresion (SLP) respecto al grupo de pacientes que
recibieron quimioterapia en monoterapia [43]. Posteriormente, la combinacién de trastuzumab
con quimioterapia en esquema de neoadyuvancia (previo a la cirugia) en pacientes con cancer
de mama HER2+ de estadio precoz demostréd un incremento significativo en la respuesta
patoldgica completa (pCR, por sus siglas en inglés) [44]. Estos hallazgos con trastuzumab fueron
posteriormente apoyados por otros estudios (HERA, NSABP B-31, NCCTG N9831 y BCIRG-006),
en los que se demostré una mejor SLE y SG en los pacientes que recibieron trastuzumab en
combinacion con quimioterapia [45-47]. Actualmente, trastuzumab forma parte de la terapia
para el cdncer de mama HER2+ en estadios precoces y avanzados de la enfermedad. Sin
embargo, su éxito inicial a nivel clinico se ha visto limitado por la generacidn de resistencia en

las pacientes.

Los avances en la investigacion bdsica y traslacional para generar nuevas opciones para la
inhibicion de HER2 y otros receptores de la familia HER han mejorado la evolucién clinica de las

pacientes con cancer de mama HER2+. El anticuerpo monoclonal humanizado pertuzumab
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(Perjeta, Genentech), cuya uniéon a HER2 impide la formacién de heterodimeros de HER2,
principalmente los dimeros HER2-HER3, es una de estas terapias anti-HER2 adicionales [48]. Su
mecanismo de accién es complementario con el de trastuzumab, por lo que la combinacidén de
trastuzumab con pertuzumab proporciona un bloqueo mas potente de la sefializacion de HER2.
En 2012 se describié el beneficio de la combinacién de pertuzumab con trastuzumab respecto
al tratamiento con trastuzumab en monoterapia en pacientes con cancer de mama HER2+ que
habian progresado durante la terapia con trastuzumab [49]. Posteriormente, distintos estudios
evaluaron la eficacia de esta combinaciéon de anticuerpos. El andlisis del ensayo clinico
CLEOPATRA reveld una mejor SLP y SG en pacientes con cancer de mama HER2+ metastdsico
tratadas con pertuzumab, trastuzumab y quimioterapia, en comparacién con los grupos que no
incluyeron pertuzumab [50]. En base a estos resultados, en 2013 se aprobd el empleo de
pertuzumab en combinacién con trastuzumab y quimioterapia basada en taxanos en pacientes
con enfermedad HER2+ metastdsica y localmente avanzada, siendo el tratamiento de eleccidn
de primera linea para estas pacientes [50]. En 2021, los resultados del ensayo clinico PERUSE
demostraron un perfil de seguridad y eficacia de la terapia con pertuzumab, trastuzumab y
taxanos consistente con los resultados de CLEOPATRA [51]. Esta estrategia terapéutica también
ha demostrado tener un beneficio clinico en pacientes con enfermedad precoz, administrado
tanto en esquema de neoadyuvancia como de adyuvancia (después del tratamiento primario),
tal y como se reporto, respectivamente, en los ensayos clinicos NeoSphere y APHINITY [52-54].
Actualmente esta combinacién es, en régimen de neoadyuvancia, el tratamiento estandar para

la mayoria de las pacientes con estadio precoz u operable.
2.3.2. Mecanismos de accidon de trastuzumab y pertuzumab

Los mecanismos de accién de trastuzumab y pertuzumab se basan en la unidn selectiva al
receptor HER2. Especificamente, trastuzumab se une al dominio IV de la porcidn extracelular de
HER2, lo que inhibe la dimerizacion del receptor independiente de ligando y la subsecuente
activacion de la sefializacién intracelular [55]. Sin embargo, el anticuerpo no es eficaz para
bloquear la formacion de heterodimeros de HER2 inducidos por ligando, entre los cuales destaca
HER2-HER3 con una potente sefalizacion oncogénica. Pertuzumab, por su parte, interacciona
con el dominio Il de la regidn extracelular de HER2, inhibiendo la sefializacién dependiente de
ligando y bloqueando la heterodimerizacion de HER2 [48]. Como consecuencia, el doble bloqueo
de HER2 basado en mecanismos complementarios ofrece una estrategia terapéutica sinérgica

eficaz para el tratamiento de tumores HER2+.
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El efecto antitumoral de la terapia anti-HER2 se debe principalmente al bloqueo de la activacion
de la sefializacion mediada por HER2, disminuyendo considerablemente las reacciones
bioldgicas y celulares provocadas por estas vias de sefalizacidn [56]. Sin embargo, en la literatura
se recogen diversos mecanismos asociados a la actividad antitumoral de trastuzumab [57]. Estos
mecanismos incluyen, por ejemplo, la internalizacién y degradacién de HER2, a través del
reclutamiento de la proteina c-CBL con actividad ubiquitina-ligasa, que produce la ubiquitinacion
y posterior degradacién del receptor [58]. Por otro lado, la interaccidn de trastuzumab con HER2
provoca el incremento de los niveles del gen p27, que codifica para un inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina que produce el arresto de las células en fase G1 del ciclo celular [59].
Ademas, la eficacia de trastuzumab también puede depender de su capacidad para producir una
respuesta inmune. Se ha demostrado que los anticuerpos anti-HER2 pueden promover la
apoptosis celular a través de la induccién de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC, Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [60].

Respecto a los efectos moleculares y celulares provocados por pertuzumab, la literatura destaca
principalmente el bloqueo de la sefializacién de proliferacidon y supervivencia celular mediada

por HER2-HER3 [61].
2.3.3. Quimioterapia

En la terapia sistémica de las pacientes con cancer de mama HER2+, incluyendo los estadios
tempranos y avanzados, el régimen de tratamiento de preferencia se basa en la combinacién de
la terapia anti-HER2 con quimioterapia, tanto en esquemas de neoadyuvancia como de
adyuvancia. Los taxanos son un tipo de quimioterapicos ampliamente utilizados en el
tratamiento del cancer de mama, constituyendo la primera linea de tratamiento para las
pacientes HER2+ [50,62]. El mecanismo de accién de los taxanos se basa en su capacidad de
unién a la tubulina, impidiendo el proceso normal de formacién-despolimerizacién de los
microtubulos y conduciendo a la muerte celular [63]. Paclitaxel (Taxol, Bristol-Myers Squibb) y
docetaxel (Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer) son los principales taxanos empleados en la practica
clinica para el tratamiento del cancer de mama HER2+. Paclitaxel fue identificado en la década
de 1960 en la corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia) y fue el primer compuesto con anillo
de taxano que demostré tener actividad antitumoral [64]. Posteriormente se desarrolld
docetaxel, un compuesto semisintético derivado de paclitaxel, con una estructura analoga y un

mecanismo de accion similar [65].
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También pueden formar parte del tratamiento sistémico de las pacientes HER2+ algunos agentes
quimioterapicos del grupo de las antraciclinas, como la doxorrubicina y la epirrubicina [66], asi

como el carboplatino [67].
2.3.4. Otras terapias

Trastuzumab deruxtecan o T-DXd es un conjugado anticuerpo-farmaco en el que trastuzumab se
encuentra unido mediante un enlace escindible enzimaticamente a deruxtecan, un inhibidor de
la topoisomerasa | [68]. Recientemente, trastuzumab deruxtecdn fue aprobado como segunda
linea de tratamiento en enfermedad metastasica HER2+, segln los resultados del EC DESTINY-
Breast 03 [69], en los que se indicd su superioridad frente a Trastuzumab emtansina.
Trastuzumab emtansina o T-DM1 es otro tipo de terapia anti-HER2 de tipo ADC que contiene
trastuzumab unido de forma covalente a DM1, un inhibidor de la polimerizacidn de tubulina [70].
El uso de T-DM1 estd indicado para casos de enfermedad residual tras el tratamiento
neoadyuvante de primera linea [71]. En tercera linea de tratamiento y sucesivas estd indicado el
uso de T-DM1, asi como la combinacién de trastuzumab y capecitabina con un TKI, como

tucatinib [72].

2.4. Resistencia a la terapia anti-HER2

La incorporacion de la terapia anti-HER2 en la practica clinica ha supuesto un importante avance
en el tratamiento del cdncer de mama HER2+, un subtipo tumoral agresivo, mejorando la SLE y
SG de las pacientes de estadio precoz. La administracion sistémica del tratamiento en esquema
de neoadyuvancia constituye una estrategia exitosa para permitir la cirugia en casos que eran
inoperables en el momento del diagndstico, asi como la realizacién de un enfoque quirargico
preservador de la mama, en lugar de la mastectomia [73]. Ademas, permite evaluar la eficacia
antitumoral del tratamiento, en términos de pCR (ausencia de tumor invasivo en la mamay en
ganglios tras el tratamiento neoadyuvante), en lugar de hacerlo mediante resultados de
evidencia tardia como la supervivencia. Asi, la presencia de enfermedad residual permite inferir
en la eficacia del tratamiento a largo plazo, constituyendo una variable subrogada de la SLE. El
tratamiento neoadyuvante basado en el tratamiento anti-HER2 ha mejorado sustancialmente
las tasas de pCR en pacientes de estadio precoz [53,74]. Sin embargo, aproximadamente entre
un 40y 60 % de las pacientes no responden al tratamiento y no alcanzan la pCR. Estas pacientes
con enfermedad residual tienen una mayor probabilidad de recaida, lo cual ocurre
mayoritariamente en forma de metadstasis (en érganos como higado, pulmon o cerebro) y en

cuyo caso las opciones terapéuticas actuales generalmente ofrecen muy pocas posibilidades de
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curacion. De esta manera, la superacion de la resistencia al tratamiento anti-HER2 para

conseguir evitar esta situacidn representa un desafio y un objetivo en el entorno clinico.

En términos de resistencia al tratamiento, se pueden distinguir dos tipos de resistencia: primaria
y adquirida. El primer modelo viene definido por la presencia de alteraciones moleculares en el
momento del diagnéstico de la enfermedad, que provocan que las células tumorales evadan el
mecanismo de accidn de la terapia. Segln la hipdtesis de la evoluciéon ramificada y la
heterogeneidad tumoral, los tumores monoclonales con resistencia primaria pueden progresar
durante el tratamiento o en un tiempo corto tras el mismo (menos de 6 meses), dado que todas
las células tumorales presentarian la alteraciéon que les confiere resistencia. En cambio, los
tumores policlonales podran generar una respuesta parcial al tratamiento y una posterior
recaida, ya que las células del tumor presentan heterogeneidad en cuanto a la presencia de las
alteraciones moleculares que les confieren la tolerancia al tratamiento [75]. Por otro lado, la
exposiciéon continuada a la terapia de algunos tumores que inicialmente eran sensibles a ésta
puede provocar la emergencia de clones tumorales con alteraciones moleculares adquiridas de
novo que provoquen en el tumor la evasién del mecanismo de accién de la terapia (resistencia

adquirida).

Durante los ultimos afios se han descrito distintos mecanismos moleculares implicados en la
resistencia a trastuzumab, incluyendo la expresion de formas truncadas de HER2, como p95-
HER2 o HER2A16 [76,77]; el incremento de la expresion o actividad de ligandos de la familia de
receptores HER, especialmente de HER3 [78]; la activacidon constitutiva aberrante de vias de
sefializacion mediadas por HER2, como las vias de PI3K/AKT/mTOR o MAPK/ERK [79,80]; la
activacion de vias de sefializacién alternativas, como el caso del receptor del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGFR1) [81]; o mecanismos relacionados con el sistema inmune,
como la sobreexpresion del ligando 1 de muerte programada (PD-L1) [82]. Aunque hay pocos
estudios publicados sobre la resistencia a pertuzumab en monoterapia, se han propuesto
algunos mecanismos moleculares, asociados a la formacion de heterodimeros EGFR-HER3 [83];
la aparicién de mutaciones activadoras [84]; o debidos a la regulacion por microRNAs [85]. El
estudio de la resistencia a la combinacién de trastuzumab y pertuzumab es un area que, por el
momento, estd poco explorada. Recientemente, Irie y colaboradores propusieron la activacion
del heterodimero HER2-HER3 como mecanismo de resistencia a trastuzumab y pertuzumab [86].
Las mutaciones en PI3KCA también han demostrado contribuir en el desarrollo de resistencia al

bloqueo dual anti-HER2 en modelos murinos [87].
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La resistencia a la terapia continta siendo un reto en el manejo clinico del cancer de mama
HER2+. El desarrollo de un tratamiento mas efectivo para las pacientes que presentan
resistencia requiere una mejor comprension de los mecanismos de resistencia adquiridos, asi
como la identificacion de los agentes moleculares que median estos fenotipos resistentes. La
creciente evidencia indica la participacién de los distintos componentes del microambiente
tumoral en la fisiopatologia del céancer, respaldando su papel en la resistencia a la terapia.
Particularmente, los fibroblastos asociados a cancer han sido vinculados a la adquisicion de
resistencia a la terapia en cdncer de mama, por lo que su modulacién farmacoldgica ha emergido

como una estrategia clinicamente explotable para mejorar la eficacia terapéutica.
3. Fibroblastos asociados a cancer (CAF)

Las células tumorales se desarrollan en un entorno tisular complejo. Hanahan y Weinberg, que
describieron las caracteristicas distintivas del cancer en el afio 2000, sugirieron por aquel
entonces la idea de que muchas de las sefiales de crecimiento que sostienen la proliferacién de
las células tumorales se originan en las células estromales que componen la masa tumoral [88].
Esta premisa quedé encarnada en el concepto que hoy en dia conocemos como microambiente
tumoral (TME, tumor microenvironment), cuya contribucion en multiples aspectos
condicionantes del comportamiento del tumor ha sido ampliamente constatada en la literatura
[89,90]. Dentro del TME, el estroma tumoral estd constituido por células inmunes e
inflamatorias, células endoteliales, fibroblastos activados y matriz extracelular (ECM,
extracelular matrix) [91]. Los fibroblastos que se encuentran asociados con las células cancerosas
(denominados fibroblastos asociados a cancer o CAF, por sus siglas en inglés) son uno de los
componentes predominantes en el estroma tumoral. En la dltima década, la creciente evidencia
ha reflejado la contribucidon de los CAF en una amplia gama de procesos implicados en la

progresion del tumor [92,93].
3.1. Origen, sefalizacidn intracelular y heterogeneidad de los CAF

Los fibroblastos son células de tejido conectivo originarias de un linaje mesenquimal. Aunque en
tejido normal se especula que se encuentran en un estado de quiescencia o reposo [91], pueden
adquirir un fenotipo activado, cuyo fenémeno fue observado inicialmente en procesos de cierre
o cicatrizacion de herida y, posteriormente, en inflamacién aguda y crénica [94]. Los fibroblastos
procedentes de cicatrizacion o de procesos fibréticos presentan una mayor actividad secretora 'y
una mayor proliferacion que los de tejido sano; este incremento en su actividad es lo que se

conoce como activacion de los fibroblastos [95]. La sintesis y secrecién de componentes de la
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ECM (remodelacion de la ECM), la secrecion de citocinas y quimiocinas, el reclutamiento de
células inmunitarias y la modificacién de la arquitectura tisular son algunas de sus principales

funciones [96].

El cimulo de células cancerosas representa una lesion en un tejido, lo cual origina una respuesta
de reparacion tisular dirigida, en este caso, hacia las células tumorales [97]. Sin embargo, en este
sentido, los tumores son considerados “heridas que no sanan” [98]. Esta respuesta de reparacién
se conoce como reaccion desmoplasica o fibrosis tumoral. En la década de 1980, la evidencia
cientifica comenzd a manifestar que las células cancerosas podian reclutar fibroblastos activados
del estroma, o CAF, similares a los fibroblastos del proceso de cicatrizacién [99]. Este
reclutamiento se debe, en gran parte, a los factores de crecimiento y citocinas secretados por

las células tumorales y el resto de las células que componen el TME.

Distintas vias de sefalizacion constituyen en el TME una compleja red que modula la activacion
y el fenotipo maligno de los CAF, cuya regulacidn se da por distintos factores solubles, derivados
tanto de las células tumorales como de estimulos del mismo estroma tumoral [100]. Por ejemplo,
la sefializacién autocrina de TGF-[ participa activamente en la generacién y el mantenimiento
de los CAF a través de la via candnica de TGF-f [101]. Por otro lado, el TGF-B1 derivado de células
neopldsicas induce la transicién de fibroblastos residentes en un tejido a CAF en distintos tipos
tumorales, incluyendo tumores de mama [102]. La diferenciacién de células mesenquimales
hacia un fenotipo CAF mediada por TGF-B también puede darse a través de la activacion de
JAK/STAT3 [103]. La via de Wnt tiene un papel directo en la activacidn, contractilidad y plasticidad
fenotipica de los fibroblastos, cuya activacidn por B-catenina es clave en el estimulo de la
proliferacion y actividad secretora de los CAF [103]. Los CAF no sélo son una fuente de ligandos
activadores de la via de Hedgehog (Hh), sino que también responden a la sefializacién de Hh a
través del factor de transcripcion GLI1, cuya actividad en los CAF guarda una relacion directa con
su activacion [100]. Los complejos YAP/TEAD de la ruta Hippo inducen la transformacién de
fibroblastos normales (NAF, por sus siglas en inglés) a CAF [104] y contribuyen a la remodelacion
de la ECM vy la rigidez del estroma, estableciendo un feedback loop positivo que sostiene el
fenotipo de fibroblasto activado [105]. La activacién de otras multiples sefiales y cascadas de
sefalizacidon conocidas, como JAK/STAT, PI3K/AKT, MAPK, EGFR, NF-kB, HIF, HSF1, ha sido
reportada en la literatura por su contribucién al mantenimiento del fenotipo activado de los CAF
[100]. Ademas, la creciente evidencia sefiala también el papel de los microRNAs y las
alteraciones epigenéticas como mecanismos emergentes en la regulacién de la activacion de los

CAF [106].
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Las acciones pleiotrépicas que ejercen los CAF sobre las células tumorales son muy dependientes
del contexto tumoral, lo cual refleja su heterogeneidad y plasticidad [107]. Existen en la literatura
una variedad de marcadores que permiten la identificacién de CAF, siendo los mas comunes la
proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP-1), la proteina alfa-actina de musculo liso (a-SMA), la
proteina activadora de fibroblastos (FAP), o los receptores del factor de crecimiento derivado de
plaquetas alfa y beta (PDGFR-a y PDGFR-B, respectivamente) [90]. Sin embargo, no existe ningin
marcador que defina exclusiva y completamente los CAF. La heterogeneidad en los patrones de
expresion de algunos marcadores estd asociada a las funciones Unicas que pueden presentar
dependiendo del contexto y tipo tumoral. Estos marcadores también pueden expresarse en otras
células del TME, por lo que su uso para la identificacién de CAF debe tener en cuenta otros
aspectos como la morfologia celular, la distribucion y el contexto. Ademas, muchos fibroblastos
funcionalmente activados puede que no expresen algunos de estos marcadores. La
heterogeneidad de los CAF también depende del origen de las células precursoras, que pueden
ser células madre mesenquimales, células endoteliales, fibroblastos en reposo, y células

epiteliales, entre otras [108], dando lugar a una variedad de subtipos funcionales [109].
3.2. Papel en la patogénesis del cancer

Los CAF son un componente dindmico del TME que orquesta la interaccién entre el estroma y
las células tumorales, a través de la produccién y secrecidon de multiples factores, incluyendo
citocinas, factores de crecimiento y proteinas de la ECM. Mediante la comunicacién paracrina 'y
la remodelacidon de la ECM, su contribucién en la carcinogénesis y en el desarrollo de la

enfermedad es crucial [110].

La amplia gama de cascadas de sefializacion que participan en la reprogramacion y activacion de
los CAF afecta también al perfil de proteinas que secretan y a su comunicacion con las células
del tumor, regulando en ultima instancia aspectos como la tumorigénesis, la invasién, la
metdstasis, la angiogénesis, la respuesta inmune y la resistencia a fadrmacos [91]. Sin embargo,
el papel especifico de los CAF en estos procesos y los mecanismos moleculares subyacentes no

se conocen en profundidad.

Distintos factores secretados por los CAF contribuyen al papel pro-tumorigénico de los
fibroblastos. Entre ellos, los factores de crecimiento TGF-B y HGF derivados de CAF destacan por
modular positivamente el crecimiento y el potencial oncogénico de los tejidos epiteliales
adyacentes [111]. Su papel, junto con VEGF y PDGF, también ha sido reportado en la promocion

de la transicién epitelio-mesénquima (EMT) en células tumorales [103]. Las interleucinas IL-6 e
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IL-8 secretadas por los CAF sostienen la proliferacidon de células madre tumorales (CSC, cancer
stem cells), constituyendo un mecanismo de resistencia a farmacos [112]. En cadncer de mama,
CXCL12 (SDF-1) derivada de los CAF estimula el crecimiento tumoral, la angiogénesis y el

potencial metastasico de las células neoplasicas [113].
3.3. Secretoma derivado de los CAF

Se denomina secretoma al conjunto de proteinas secretadas por una célula al espacio
extracelular [114]. Dado su papel clave en la comunicacidn intercelular, el estudio del secretoma
ha ganado especial relevancia en la investigacidn en cancer, permitiendo la identificacién de
dianas con potencial terapéutico [115]. Los CAF realizan el condicionamiento de las células
tumorales y de otras células del TME produciendo multiples factores, incluyendo citocinas y
factores de crecimiento, por lo que la identificacion de las proteinas que secretan resulta crucial
para inferir los mecanismos que subyacen a la variedad de funciones que los CAF regulan en el
TME durante la progresion tumoral. Sin embargo, la composicion y dinamica del secretoma de
los CAF durante las distintas etapas del desarrollo tumoral no se conoce en detalle. De igual
manera, tampoco se ha caracterizado su evolucién durante el transcurso del tratamiento y la
generacion de resistencia a farmacos. Aun asi, la literatura sugiere que los agentes
quimioterapicos, las terapias dirigidas y la radioterapia tienen un impacto en los CAF [116-118],
modulando el espectro de proteinas que secretan [119,120]. Por ejemplo, determinados agentes
guimioterapicos producen en el CAF un aumento en la produccidn de citocinas (via activacion de
rutas como JAK/STAT, Wnt y NF-kB) que promueven la quimiorresistencia en el tumor [119,121]
una mayor secrecion de interleucinas como IL-17A e IL-11 producida por su tratamiento con
derivados de cisplatino promueve en las células tumorales resistencia a este farmaco a través de
mecanismos de expansidon de CSCs [122] y de la activacidn de STAT3 [123]; también, el
tratamiento de los CAF de cancer colorrectal con cetuximab induce una mayor secrecién de EGF,

el cual produce la desensibilizacion de las células tumorales al tratamiento anti-EGFR [118].

Pese a la necesidad de un conocimiento mas extenso y preciso de la composicion y el papel del
secretoma, el avance en las técnicas de analisis ha hecho que su estudio sea cada vez mas
factible. En este sentido, el uso de la espectrometria de masas sigue siendo prevalente debido
sobre todo a la mejora del método de muestreo y cuantificacion libre de marcaje o label-free,
gue permite la obtencién de datos de manera rapida y precisa, con un coste relativamente bajo

[124].
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3.4. Papel en resistencia a la terapia anti-HER2

La influencia de los CAF en el resultado clinico de los pacientes con cancer se debe en gran
medida a su funcién en la resistencia a fdrmacos. Dada la complejidad de su biologia y de sus
interacciones con las células del microambiente tumoral, diversos mecanismos han sido
descritos para explicar su contribucidn a la generacién de fenotipos resistentes [125]. Por
ejemplo, la resistencia a cisplatino inducida por los CAF es una de las mas reportadas en la
literatura, siendo asociada a distintos mecanismos, como la secrecion de IL-8 y de determinados
microRNAs [126,127]. La resistencia a quimioterapicos como gemcitabina y paclitaxel también
ha sido descrita en la literatura a través de su accion paracrina o de su interaccidn directa con las
células epiteliales [128,129]. Su accién paracrina ha demostrado inducir resistencia también a
terapias dirigidas, como es el caso de la secrecidon de neuregulina 1 y de HGF, implicadas en la

resistencia al tratamiento antiandrogénico y a TKls, respectivamente [130,131].

En cancer de mama, numerosos estudios sugieren el papel de los CAF en la resistencia a terapias
endocrinas, quimioterapia y terapias dirigidas [132,133]. Aunque los mecanismos asociados a la
adquisicion de resistencia a terapias dirigidas en cdncer de mama HER2+ contindan sin ser
esclarecidos, distintos estudios han constatado la contribucidon de los CAF en la resistencia a
trastuzumab y otras terapias anti-HER2. El grupo de Mao y colaboradores demostraron que la IL-
6 producida por los CAF inducia la expansién del nicho de CSC en lineas celulares HER2+, dando
lugar a fenotipos resistentes a trastuzumab [134]. La respuesta ADCC mediada por trastuzumab
en las células tumorales puede ser antagonizada por la funcién inmunomoduladora de los CAF,
segln describieron Nguyen y colaboradores [135]. El grupo de Ferndndez-Nogueira vy
colaboradores describié el papel de FGF5 secretado por los CAF en la adquisicién de resistencia
a lapatinib y trastuzumab a través de la activacién de FGFR2 y la transactivacion de HER2.
Ademas, los resultados en cohortes de pacientes HER2+ mostraron una correlacién positiva de
los niveles de FGF5 con un peor prondstico, sugiriendo su potencial como marcador predictivo
de resistencia a terapias anti-HER2 [136]. El papel de los factores de crecimiento de fibroblastos
en la adquisicidn de fenotipos resistentes a la combinacién de lapatinib con trastuzumab fue
también descrita por Hanker y colaboradores en modelos murinos de xenoinjerto en cancer de
mama HER2+ [137]. A partir de muestras clinicas de tumores HER2+ tratados con trastuzumab
en adyuvancia, el grupo de Sonnenblick determind la correlacién entre la presencia de un

estroma reactivo y la resistencia a trastuzumab [138].

En conjunto, la literatura ofrece diversos trabajos que revelan la contribucién de los CAF en la

generacion de resistencia, indicando ademas su papel en la resistencia a trastuzumab. Sin
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embargo, hasta el momento no hay estudios publicados que analicen la contribucién de los CAF
en la resistencia al tratamiento basado en la combinacién de trastuzumab y pertuzumab con

taxanos, que constituye la estrategia terapéutica de eleccién para las pacientes HER2+.
3.5. Relevancia clinica de los CAF

La evidencia acumulada sugiere que el estroma también contiene informacidn prondstica
independiente, por lo que la caracterizaciéon de la compleja naturaleza de los CAF y de sus
interacciones dentro del TME contiene un valor clinico significativo [139]. Las firmas definidas
por los perfiles de expresion de los CAF pueden proveer de marcadores que ayuden a mejorar el
diagndstico vy la estratificacién de los pacientes, asi como la adaptacidon o personalizacién del

tratamiento y el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas.
3.5.1. Valor prondstico

A pesar de la falta de especificidad de los marcadores utilizados comiUnmente para la
identificacién de los CAF, numerosos estudios han investigado su valor prondstico en distintos
tipos de cancer [140]. Las técnicas de protedmica y de secuenciacién masiva han facilitado la
identificacién y validacion de biomarcadores para distintas subpoblaciones de CAF a nivel
transcripcional y de proteina. En este aspecto, seran necesarios futuros estudios en muestras
clinicas para dilucidar las funciones especificas de las subpoblaciones (definidas por perfiles de

expresion) y definir su valor prondstico [140].

En cdncer de mama, los CAF han demostrado un papel activo en la progresién de la enfermedad,
representando hasta el 80 % del estroma tumoral como resultado de un extenso proceso
desmoplasico [141]. Este escenario ha conducido a los investigadores a determinar el valor
prondstico y predictivo de diversos marcadores de CAF, con posible utilidad en el diagndstico
precoz del cancer de mama [142]. Por ejemplo, la expresién en el estroma de determinados tipos
de coldgeno o de fibras con determinadas caracteristicas han sido sugeridos como marcadores
de diferenciacion entre tumores de mama malignos y benignos [143] y asociadas al riesgo de
recurrencia en CDIS [144]. Otros marcadores de progresion y riesgo de recurrencia en pacientes
con CDIS son la pérdida de la expresién de caveolina-1 y un perfil de expresién PDGFR-a
bajo/PDGFR-PB alto en los CAF [145,146]. Por otro lado, la expresion en los CAF de marcadores
como el factor tisular, la trombina, PAR2 y FAP han sido asociados al riesgo de transicidon de CDIS

a enfermedad invasiva [147,148].
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3.5.2. CAF como diana terapéutica

En conjunto, la evidencia cientifica mas reciente revela la importancia de modular la actividad
de los CAF en los tumores de pacientes, recurriendo por tanto a la intervencién sobre dianas
expresadas en los mismos. Sin embargo, la heterogeneidad de los CAF y su participacién en
multiples mecanismos tumorales complica este objetivo y obliga a seguir investigando para
precisar el fenotipado y fisiologia de estas células, con el objetivo de identificar nuevos
marcadores de utilidad clinica [149]. En este sentido, las distintas estrategias terapéuticas
pueden estar dirigidas directamente a los CAF, a marcadores especificos como FAP [150], asi
como a moléculas presentes en el TME implicadas en su activacion, como TFG-f [151]. La
modulacién de la reprogramacién de los CAF con inhibidores de JAK ha demostrado inhibir su
funcidn protumorigénica en modelos preclinicos de cancer de pancreas [152]. En pacientes de
adenocarcinoma pancredtico se ha evaluado la eficacia de la inhibicidn del eje CXCL12-CXCR4 y

de la deplecién de hialuronano (HA) en los CAF, en combinacion con inmunoterapia [153,154].

En cancer de mama, en tumores ricos en HA se ha observado que la deplecién in vitro de HA
mejora el acceso de las células NK (natural killer) y la respuesta ADCC mediada por trastuzumab
y cetuximab, mejorando la sensibilidad a estas terapias [155]. En modelos animales de cancer
de mama metastasico, la reduccién de la produccidon de HA y el bloqueo de la sefalizacion de
TFG-B en los CAF mediante un inhibidor de angiotensina ha demostrado potenciar el efecto de
agentes quimioterapicos [156]. Por otro lado, la actividad terapéutica de una variante de IL-2
dirigida contra FAP fue evaluada en un ensayo clinico de fase | (ClinicalTrials.gov; Identificador:
NCT02627274) en combinacidn con trastuzumab y cetuximab. Ademas, segun reflejaron los
resultados del ensayo clinico de fase | EDALINE, la inhibicion de la via de Hh sensibiliza los
tumores al tratamiento con docetaxel, cuyo abordaje terapéutico podria mejorar la

supervivencia en pacientes de cancer de mama TN [157].

4. Proteina S100-A11
4.1. Estructuray funcién de las proteinas S100

Las proteinas S100 constituyen una familia de proteinas multigénica, caracterizadas por un bajo
peso molecular (9-14 kDa) y por la presencia de dominios de unidn a calcio. En humanos se han
identificado al menos 21 miembros, con una elevada homologia estructural [158]. Su estructura
presenta dos motivos mano EF con afinidad por iones de calcio (Ca?*), cuya unién produce un
cambio conformacional que expone sitios de unidn a proteinas diana [159]. Su estructura

preferente es de naturaleza homodimérica; sin embargo, se han hallado algunos heterodimeros
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u oligédmeros funcionales [160,161]. Aunque se expresan en un amplio espectro de tejidos y tipos
celulares en vertebrados, su patrén de expresién y distribucion subcelular es especifica para cada

proteina [162].

Las proteinas S100 atienden a una gran diversidad funcional [163]. A nivel intracelular acttdan
como sensores de calcio, traduciendo la fluctuacidn de los niveles de los iones Ca?* en respuestas
celulares [164]. A través de su unidon a multiples proteinas diana (enzimas, factores de
transcripcidn, subunidades de citoesqueleto, acidos nucleicos) regulan numerosas funciones
celulares, como la proliferacién, la diferenciacién, la apoptosis, el metabolismo energético, la
inflamaciéon y la homeostasis de calcio [165]. Por otro lado, algunas proteinas S100 son
secretadas y actian como efectoras de la comunicacién autocrina y paracrina en células diana a
través de la activacion de receptores de superficie de membrana [166]. Como efectoras de la
sefalizaciéon extracelular, participan en la regulacién de la proliferacién y diferenciacién celular,
migracién e inflamaciéon. Ademds, pueden actuar como alarminas o patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs), regulando la patogénesis de enfermedades inflamatorias y de

procesos tumorigénicos [166].

$100-A11, también conocida como S100C o calgizzarina, es uno de los miembros de la familia de
proteinas de unidn a calcio. Al igual que el resto de las proteinas $S100, su expresién es ubicua,
halldndose en tejidos como placenta, pulmdn, rifidn y corazén [167-169]. La dindamica
distribucion de S100-A11 a nivel celular hace que pueda localizarse, en funcion del tipo celular y
tejido, tanto en el nucleo como en citoplasma; ademas, es una de las proteinas S100 secretadas
que presentan una funcion extracelular [169]. Su papel a nivel intracelular y extracelular

depende del tipo celular y de las condiciones fisiopatoldgicas especificas [170].
4.2. Papel en cadncer de mamay en resistencia a terapia

La desregulacién de la expresion de las proteinas S100 es una caracteristica comun en diversos
tipos de cancer. Esta desregulacion normalmente consiste en su sobreexpresion y se encuentra
vinculada a la promocidn del crecimiento tumoral y de la metastasis, asi como a la respuesta a
terapias [158,171]. Aunque se precisan analisis mas exhaustivos en muestras de pacientes, hasta
el momento los estudios comparativos han permitido distinguir tendencias en la firma de
proteinas S100, detectando perfiles de expresion distintivos en cada tipo tumoral [162].
Posiblemente, el patron de expresidn conjunto de algunos (o todos) los miembros de familia
$100 pueda tener un mayor valor pronédstico que el estudio de la expresién de cada proteina de

manera individual. En tumores de mama, la evidencia ha constatado la desregulacion de algunas
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proteinas S100, sugiriendo su contribucién en la progresién tumoral y su potencial como
biomarcadores en la enfermedad [168,172]. Por ejemplo, la sobreexpresion en células tumorales
de algunos miembros de la familia, como S100-A4, S100-A7, S100-A8, S100-A9, S100-Al1l y

S100P, ha sido asociada con un peor prondstico en las pacientes [172,173].

La sobreexpresidn en particular de S100-A11 ha sido observada en distintos tumores, incluyendo
los de mama, indicando un papel favorecedor del crecimiento de las células neopldsicas
[168,174]. Aunque S100-Al11 generalmente es considerada un factor oncogénico, la literatura
sugiere que su nivel de expresion y las vias de sefializacidn en las que participa la proteina
contribuyen a las distintas funciones que presenta en diferentes tumores [169]. Inicialmente, el
analisis de la expresidn de la proteina S100-A11 en tumores de mama humanos fue llevado a
cabo por Kondo y colaboradores, en cuyo trabajo observaron la regulacién a la baja de S100-A11
en los tumores analizados [175]. Por el contrario, los estudios posteriores y hasta la actualidad
indican la sobreexpresion de S100-Al11 en los tumores de mama (probablemente esta
controversia sea debida al reducido tamafio muestral del estudio inicial) [168,172]. La
correlacion entre los niveles elevados de ARNm de S100-A11 y una menor SG en pacientes ha
sugerido su contribucion en la progresién del cancer de mama, ademas de su papel como
marcador prondstico [176,177]. Por otro lado, en casos clinicos de CDI, el patrén de expresion
de S100-A11 en distintos subtipos intrinsecos analizados mostré ser independiente de variables
clinico-patoldgicas como el estado de HR, la edad, el tamafio tumoral o el grado histoldgico [176].
La expresion diferencial de S100-A11 hallada en los tumores de mama sugiere su posible utilidad
clinica como diana o biomarcador en la enfermedad. No obstante, seria necesario ampliar los
estudios in vitro y los analisis en cohortes de pacientes para esclarecer las funciones especificas

de la proteina y su contribuciéon en el desarrollo de la enfermedad.

Dentro de su contribucidn en la progresidon tumoral, el papel de las proteinas S100 en la
resistencia a distintos agentes quimioterdpicos ha sido sefialado en la literatura cientifica en
distintos tipos de cdncer, incluyendo tumores de colon, de pancreas, de ovario y de mama
[169,171]. En concreto, algunos trabajos con lineas celulares de cancer gastrico y de pulmén han
sugerido una funcidon promotora de la proteina S100-A11 en la generacion de resistencia a
agentes quimioterapicos como cisplatino y 5-fluorouracilo [178,179]. Ademas, estudios sobre la
funcién de S100-A11 en el TME en un panel de distintos tipos tumorales han asociado su
expresion con la infiltracién de células inmunes del TME y con la induccion de resistencia a

farmacos como JQ1 y sorafenib [180], asi como a radioterapia [181].

a7



I !ntroduccion

La evidencia creciente refleja que las proteinas S100 participan en la regulacién de la respuesta
de las células tumorales a la terapia, sugiriendo su papel como dianas con potencial terapéutico
[171]. De este modo, la modulacién farmacolédgica de los miembros de la familia S100, en
combinacién con la quimioterapia y la terapia dirigida en un determinado tipo tumoral pueden
proporcionar una estrategia prometedora para revertir la resistencia a multiples farmacos.
Ademas de su posible potencial como dianas terapéuticas, la literatura también sugiere su
potencial como biomarcadores predictivos de respuesta a terapia [171]. No obstante, se
necesitan mads estudios preclinicos y clinicos para identificar y confirmar las aplicaciones clinicas

de las proteinas S100 en el tratamiento de tumores resistentes.
4.3. Receptor AGER

El receptor para productos finales de glicacién avanzada (AGER) es el principal receptor
identificado para las proteinas de la familia S100, incluyendo la proteina S100-A11. Ademas de
productos finales de glicacién avanzada (AGEs), AGER interactua con otros ligandos, incluyendo
las proteinas de la familia S100, fibrillas de [dmina B, y la proteina de caja 1 del grupo de alta
movilidad (HMGB1) [182]. Participa en respuestas de dafio y estrés celular, de inmunidad innata
y en programas de inflamacidn crénica, por lo que estd involucrado en el desarrollo de diversos
estados patoldgicos, tales como diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
inflamatorias producidas por patégenos, enfermedades neurodegenerativas (como la

enfermedad de Alzheimer) y cancer [183,184].

AGER es un receptor de superficie celular que pertenece a la superfamilia de las Ig. Se trata de
una proteina transmembrana de aproximadamente 45 kDa [182], con una regién extracelular
formada por tres dominios Ig (V, C1y C2), en la que el tdindem V y C1 forman una unidad integral
(VC1) independiente de C2 [185]. A esta region le sigue un Unico tramo transmembrana y un
dominio citoplasmatico, que transduce la sefal intracelular [186]. Aunque el mecanismo de
activacion del receptor no se conoce en detalle, uno de los modelos propuestos sugiere que su
estado basal (habitualmente formando homodimeros) transiciona a un estado de
oligomerizacién tras la unién del ligando [187]. La evidencia describe la activacién de multiples
vias de sefalizacion tras la unién de ligandos a AGER [188], como MAPK (incluyendo ERK, p38y
INK), la via de PI3K/AKT, y vias que involucran GTPasas como Racl o Cdc42. Ademas, la
sefializacion de AGER conduce a la activacion de factores de transcripcion, destacando las

proteinas STAT3, NF-kB y AP-1 [188,189].
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El gen que codifica para AGER se localiza en la regién 3 del complejo mayor de
histocompatibilidad, situada en el cromosoma 6, y presenta una alta homologia entre las
distintas especies de mamiferos [190]. Aunque en humanos se han identificado distintas
variantes de splicing e isoformas del receptor, la proteina candnica es la forma predominante
tanto in vitro como in vivo [191]. Mientras que su expresion es elevada en el sistema nervioso
central durante su desarrollo, en adultos se expresa en niveles bajos en la mayoria de 6rganos,

exceptuando el pulmdn, donde abunda su expresién [192].
4.3.1. Papel de AGER y sefalizacién intracelular en cancer

La creciente evidencia indica la implicacién de AGER en la progresién y el desarrollo tumoral
[188]. La activacidn del receptor sostiene un estado inflamatorio y la formacién de un
microambiente tumoral protumorigénico, favoreciendo la proliferacién y supervivencia de las
células tumorales [193]. La interaccion de AGER con las proteinas de la familia S100 activa
distintos mecanismos de sefializacidon intracelular especificos, en funcion de la naturaleza de la
proteina y de su unién al receptor, asi como de las proteinas adaptadoras reclutadas y del tipo
celular [192]. En cancer, su interaccion con proteinas S100 desencadena principalmente la
activacion de las vias JAK/STAT3, PI3K/AKT/mTOR y MAPK/ERK [194]. La contribucion de S100-
Al1 en la activacién de STAT3 via AGER ha sido descrito en la progresion tumoral en mesotelioma
pleural maligno (MPM) [195]. Ademas, la activacién de STAT3 via AGER por otras proteinas de la
familia S100 han sido reportadas en varios tipos tumorales, como carcinoma hepatocelular [196].
Por otro lado, la activaciéon de AGER por la unién de distintas proteinas S100, incluyendo S100-
Al1l, también desencadena la sefializacion mediada por ERK en MPM y tumores colorrectales
[195,197]. La activacion de AKT mediada por proteinas S100 y AGER también ha sido sugerida
en cancer; por ejemplo, el papel del eje S100B/AGER/AKT en la regulacién positiva del

crecimiento tumoral ha sido indicado en modelos celulares de glioblastoma [198].
4.3.2. Relevancia clinica e inhibicién farmacoldgica de AGER en cancer

El incremento de la expresién de AGER y su asociacidén con un peor prondstico se ha descrito en
diversos tipos de cancer, incluyendo cancer gastrico y cancer colorrectal [197,199,200]. Su
sobreexpresion en tumores de mama ha sido constatada en diversos trabajos [199,201,202],
siendo asociada la induccidon de metdstasis en el subtipo TN [203,204]. Recientemente, en estos
tumores se ha sugerido la correlacidn entre la expresion de AGER con un peor prondstico [205],
sefialando ademas su papel en la modulacién del TME, asociado a la progresion y el desarrollo

de la enfermedad [201,204].
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Dado que la expresion del receptor y la seiializacién mediada por el mismo constituye un nodo
relevante en el TME y en la progresidn del cdncer, en la ultima década el papel de AGER como
biomarcador y diana terapéutica ha emergido en el area del cancer [201,204,206]. Entre los
compuestos que han sido desarrollados para su bloqueo, azeliragon (TTP488, Pfizer) es una
molécula pequefia que actla como antagonista del receptor [207]. Aunque no se conoce con
exactitud su mecanismo de accién especifico, su unién a la porcién extracelular del receptor
bloquea la interaccidon con el ligando e impide la transduccién de la seializacién intracelular. En
el contexto de la enfermedad de Alzheimer, los estudios preclinicos y en humanos han
demostrado un perfil de seguridad elevado [208]. Recientemente, el tratamiento con azeliragon
en un modelo de xenoinjerto murino de cdncer de mama TN ha demostrado un potente efecto
antimetastasico [209]. Ademas, la evaluaciéon de azeliragon y otros sintéticos andlogos en
modelos celulares de cdncer de mama TN han demostrado su efecto inhibidor de la proliferacion
y la viabilidad celular [210]. Actualmente, se esta evaluando en un ensayo clinico de fase | la
seguridad de azeliragon en combinacién con la terapia concurrente basada en radioterapia y
temozolomida, en pacientes diagnosticados con glioblastoma [211]. Otro ensayo clinico de fase
Il, actualmente en curso, estd evaluando la eficacia de azeliragon en combinacidon con

radioterapia en metastasis cerebral asociada a distintos tipos de cancer [211].
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A pesar de la eficacia clinica demostrada del tratamiento neoadyuvante basado en la
combinaciéon de anticuerpos anti-HER2 con taxanos en las pacientes con cancer de mama precoz
HER2+, un 40-60 % de los casos no consigue alcanzar la pCR, presentando enfermedad residual
postratamiento. Estas pacientes tienen una mayor probabilidad de recaida al cabo de meses o
afios después de la cirugia, mayoritariamente en forma de metdstasis a distancia. Por este
motivo, es fundamental mejorar la eficacia del tratamiento en estadios tempranos, por lo que
la identificacién de las pacientes con menor respuesta a las terapias anti-HER2 y el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas que mejoren la tasa de pCR tras el tratamiento resulta
primordial. La contribucién del microambiente tumoral en multiples aspectos condicionantes
del comportamiento tumoral y de su respuesta a la terapia ha sido ampliamente constatada en
la literatura. Particularmente, el secretoma de los CAF tiene un papel clave en la biologia del
tumor y en la adquisicion de resistencia a terapias en cancer de mama, por lo que la modulacién
terapéutica de los CAF presenta una potencial utilidad clinica en el tratamiento de tumores

resistentes.

Nuestra hipodtesis es que la modulacion farmacoldgica del microambiente, particularmente de
los CAF, constituye una estrategia terapéutica que permite mejorar la eficacia de la terapia anti-
HER2 en el cancer de mama precoz HER2+, incrementando la tasa de pCR de los tumores de

mama HER2+ en estadio precoz tratados en neoadyuvancia con terapia anti-HER2.
En este proyecto, se plantearon los siguientes objetivos globales:

1. Determinar el papel del secretoma de los CAF en la resistencia a la terapia basada en la
combinacion de trastuzumab y pertuzumab con quimioterapia en el cancer de mama
HER2+.

2. Definir una estrategia terapéutica basada en la modulacién del microambiente tumoral,
particularmente de factores identificados en el secretoma de los CAF, que permita

revertir la resistencia del tumor y mejorar la eficacia de la terapia anti-HER2.

A partir de los objetivos globales anteriormente expuestos, se establecieron los siguientes

subobjetivos:

1. Caracterizacion in vitro del efecto del secretoma de los CAF en la respuesta al
tratamiento con trastuzumab mas pertuzumab mdas docetaxel en cancer de mama

HER2+.
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Identificacién mediante analisis protedmico de proteinas en el secretoma de los CAF
relacionadas con la generacién de resistencia a la terapia con trastuzumab mads
pertuzumab mas docetaxel.

Caracterizacion celular y molecular, y validacién funcional in vitro de las proteinas del
secretoma de los CAF relacionadas con la generacién de resistencia a la terapia con
trastuzumab mas pertuzumab mas docetaxel.

Demostracion clinica del papel de las proteinas del secretoma de los CAF relacionadas
con la generacion de resistencia a las terapias anti-HER2 en pacientes con cdncer de

mama precoz HER2+.
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1. Cultivos celulares y reactivos
1.1. Lineas celulares

Para la realizacion de los experimentos in vitro de este trabajo se emplearon tres lineas celulares:
dos lineas celulares de carcinoma de mama HER2+, BT-474 y EFM-192A, y una linea celular de

fibroblastos asociados a cancer, CAF-200.

La linea celular BT-474 (HTB-20) (ER+, PR+, HER2+), originaria de un carcinoma ductal invasivo
de mama de estadio precoz, fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). Se
cultivd en medio de cultivo DMEM/F-12 (Sigma-Aldrich), suplementado con 10 % de suero
bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) termoinactivado (Gibco), 2 mmol/L de L-glutamina

(GlutaMAX, Gibco), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco).

La linea celular EFM-192A (ACC-258) (ER+, PR+, HER2+), establecida a partir del derrame pleural
de un adenocarcinoma de mama metastasico, fue obtenida de la Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH (DSMZ). Se cultivé en medio RPMI 1640 (Gibco),
suplementado con 20 % de FBS termoinactivado, 2 mmol/L de L-glutamina, 100 U/ml de

penicilina 'y 100 pg/ml de estreptomicina.

La linea de fibroblastos CAF-200 fue cedida amablemente por el laboratorio de la Dra. Paloma
Bragado (IDIBAPS, Barcelona). El proceso de obtencion de esta linea celular se encuentra
detallado en Fernandez-Nogueira et al, 2020 [136]. Brevemente, se realizo la digestidon de piezas
de tejido de carcinoma de mama HER2+ y se expandid el cultivo, a partir del cual se aislaron los
fibroblastos mediante tripsinizacién diferencial. Posteriormente, los fibroblastos fueron
inmortalizados y marcados mediante un vector retroviral pMIG (MSCV-IRES-GFP) que expresa el
gen de la subunidad catalitica de la telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT) y de la
proteina verde fluorescente (GFP, green fluorescence protein). Ademas, se realizé una
caracterizacion mediante el analisis de la expresidon de las proteinas a-SMA 'y FAP [136]. Esta linea
celular se cultivd en medio DMEM-high glucose (Sigma Aldrich), suplementado con 10 % de FBS
termoinactivado, 2 mmol/L de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 upg/ml de

estreptomicina.

Todo el trabajo con cultivos celulares se realizd en cabinas de bioseguridad clase Il. Las lineas
celulares se cultivaron en monocapa adherente en frascos y se mantuvieron en un incubador de
CO;a 37 °Cy 5 % de CO,. En todos los casos el medio de cultivo se renovd cada tres dias y se

realizaron pases antes de alcanzar el 80 % de confluencia en los cultivos. Tanto para los
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subcultivos como para la siembra de experimentos, las células se disociaron mediante el uso de
tripsina/EDTA 0,25 % (Gibco), se centrifugaron a 0,4 x g durante 2 min y posteriormente se
resuspendieron en medio de cultivo. Los recuentos celulares para la siembra de los experimentos
se realizaron mediante la tincidn con azul de tripano (Biorad) y el equipo Automated Cell Counter

TC20 (Biorad).

Rutinariamente, las lineas se examinaron mediante qPCR para detectar su posible contaminacion
por Mycoplasma. Ademas, para la autenticacion de las lineas tumorales BT-474 y EFM-192A, se
analizaron sus perfiles mutacionales. Ambos procedimientos se describieron previamente en

nuestro grupo [212].
1.2. Reactivos

Los anticuerpos trastuzumab (Herceptin, Genentech Inc.) y pertuzumab (Perjeta, Genentech
Inc.) fueron cedidos por el servicio de farmacia del Hospital Fundacién Jiménez Diaz. Ambos
anticuerpos, disueltos en soluciéon de cloruro de sodio al 0,9 % a una concentracién de 21 mg/ml

y de 30 mg/ml, respectivamente, se alicuotaron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Las concentraciones empleadas para el tratamiento con trastuzumab y pertuzumab fueron 15
pug/ml y 20 pg/ml, respectivamente. La seleccién de las concentraciones de trastuzumab vy
pertuzumab se realiz6 de acuerdo con la experiencia previa de nuestro grupo, basada en la
literatura cientifica. Ambas concentraciones son equivalentes a las detectadas en plasma en las
pacientes tratadas con estos farmacos en ensayos clinicos [213,214], y en modelos preclinicos

[215,216].

Docetaxel vy stattic fueron adquiridos en Selleckchem, vy azeliragon (TTP488) en
MedChemExpress. Los tres compuestos fueron adquiridos como stocks diluidos en
dimetilsulféxido (DMSO) con una concentracion de 10 mM. La concentracion de trabajo de estos
tratamientos se selecciond en funcidn de las curvas de proliferacidon o curvas dosis-respuesta
obtenidas tras la exposicidn de las lineas tumorales a concentraciones crecientes de cada agente.
A partir de las curvas dosis-respuesta se realizd un analisis de regresion no lineal y ajuste a un
modelo de cuatro parametros con el software GraphPad Prism 8.0.1 y se calculé el valor de IC50
(concentracion de farmaco necesaria para inhibir la respuesta al 50 % de su valor maximo). A
continuacidn, se determinaron los valores correspondientes de IC20 o IC10, segln el ensayo. En
el caso del tratamiento con docetaxel de la linea CAF-200 se empled la concentracion de trabajo

determinada para la linea tumoral BT-474.
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Las proteinas recombinantes humanas de CCL2, HSP90-a y S100-Al11l se obtuvieron de Bio-

Techne R&D Systems. Las proteinas 14-3-3C y PAI-1 recombinantes se adquirieron en Origene, y
HMGB1 en Novus Biologicals. Las proteinas recombinantes de CCL2, S100-A11, PAI-1 y HMGB1
se reconstituyeron a una concentracion final de 100 pg/ml en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) estéril con 0,1 % de albuimina sérica bovina (BSA). Las proteinas recombinantes de
HSP90-a y 14-3-37 se adquirieron en concentracidn stock de 2,6 mg/ml. Todas las proteinas

recombinantes se alicuotaron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

2. Ensayos celulares

2.1. Obtencidon de medio condicionado de CAF-200

El medio condicionado es un medio de cultivo que ha sido empleado para crecer células y del
que, por tanto, se ha consumido una fraccidn de sus nutrientes, al tiempo que se ha enriquecido
con las secreciones de dichas células. Para la obtencién de medio condicionado de fibroblastos
CAF-200 se sembraron los fibroblastos en frascos de 175 cm? a una confluencia del 50 %. Tras 24
h de incubacién para permitir la adherencia de las células, se trataron las células con la
combinacién de trastuzumab (15 ug/ml), pertuzumab (20 pg/ml) y docetaxel (0,5 nM) durante
72 h. Se recogid el medio de cultivo, se centrifugd a 0,4 x g durante 2 min, se filtré mediante un
filtro con tamafio de poro de 0,22 um (Millex®-GP, Merck Millipore), se alicuotd y finalmente se
almacend a -20 °C hasta su uso. En el momento de emplearlo en los ensayos, este medio
condicionado se diluyé en medio completo (2:1), DMEM/F-12 o RPMI, en funcién de la linea

celular.

2.2. Ensayos de proliferacion celular

Los ensayos de proliferacion en las lineas celulares se realizaron en placas tratadas de 6 pocillos,
con un volumen total de 2 ml por pocillo, llevando a cabo todas las condiciones experimentales
por duplicado. Se sembraron las lineas BT-474 (3,5 x 10° células por pocillo), EFM-192A (2,5 x 10°
células por pocillo) y CAF-200 (entre 1,5 x 10° y 2 x 10° células por pocillo, segln la duracién del
ensayo) y, tras 24 h de incubacidn a 37 °C, se cambié el medio de todos los pocillos y se afiadieron
los tratamientos correspondientes. En los ensayos a 5 dias el medio de cultivo y los tratamientos
se reemplazaron tras 72 h, a excepcion del docetaxel, que no se volvié a afadir debido a su alta
citotoxicidad. Finalizado el tratamiento, se realizé el recuento de células tifiéndolas con azul de
tripano (Biorad) y contdndolas con el equipo Automated Cell Counter TC20 (Biorad). Se realizaron

dos recuentos de cada pocillo y se tomd el promedio.
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En el caso de los tratamientos con docetaxel, stattic, azeliragon, o proteinas recombinantes, los
stocks fueron diluidos en medio de cultivo o PBS. Para los reactivos que requerian preparacién
en DMSO como vehiculo (docetaxel, stattic y azeliragon), también se afadio este disolvente en
todos los pocillos con el fin de igualar su concentracidn y evitar sesgos sobre el crecimiento

celular.
2.3. Ensayos de formacién de esferoides

Los ensayos para valorar la capacidad de formacion de esferoides de las lineas tumorales se
llevaron a cabo en placas de 6 pocillos con superficie de adherencia ultrabaja (Corning). Se
sembraron 1 x 10*células de la linea BT-474 y 5 x 103 células de EFM-192A, en medio de cultivo
o en medio condicionado, con o sin el tratamiento con trastuzumab, pertuzumab y docetaxel,
segun correspondiera. Tras 5 dias de incubacién a 37 °C, se realizd la observacién y el recuento
de esferoides mediante un microscopio invertido Leica DMI3000 B, y se tomaron imagenes

representativas (5x) mediante una cdmara Leica FLEXACAM C1 acoplada (Leica Microsystems).
2.4. Ensayos de migracidn celular

Los ensayos de migracidn se realizaron en placas transwell de 24 pocillos con insertos de
membrana de policarbonato permeable, con un poro de 8 um de diametro (Corning). Las lineas
celulares se mantuvieron en medio de cultivo libre de FBS durante las 24 h previas a la siembra.
En cada inserto se sembraron 2 x 103 células de BT-474, 1 x 103 células de EFM-192A, o 2 x 103
células de CAF-200, en 150 pl del medio de cultivo correspondiente libre de FBS, con o sin el
tratamiento con trastuzumab, pertuzumab y docetaxel. En la cdmara inferior del pocillo se
afiadieron 500 pl del correspondiente medio completo. Tras 24 h de incubacién a 37 °C, se retird
el medio de cultivo y se lavd con PBS la cdmara superior del pocillo, y con ayuda de un bastoncillo
de algoddn se retiraron cuidadosamente las células de la parte superior del inserto.
Posteriormente, las células que habian migrado a la parte inferior de la membrana se tifieron
con cristal violeta al 1 % en etanol durante 10 min, se elimind el exceso de tinciéon con PBS y se
secaron los insertos a temperatura ambiente. Las células se contaron en un microscopio
invertido Leica DMI3000 B, valorando 10 campos aleatorios (20x) para cada inserto, y se tomaron
imagenes representativas (5x y 10x) mediante una cdmara Leica FLEXACAM C1 acoplada (Leica

Microsystems).
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3. Ensayos moleculares
3.1. Silenciamiento génico

Para silenciar transitoriamente el gen S100A11 en la linea CAF-200 se utiliz6 un ARNSsi
predisefiado (Silencer Select siRNA S100A11 human, de Thermo Fisher Scientific, s12431) y un
ARNSsi control (Silencer Negative Control n2.1, de Thermo Fisher Scientific, AM4635). Como
agente de transfeccion se utilizo lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific). Se sembraron 2
x 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos y transcurridas 24 h se sustituyé el medio de
cultivo por medio sin antibidticos con un 13 % de FBS. A continuacidn, las células se transfectaron
con 50 nM de ARNsi y 5 ug de lipofectamina, diluidos en Opti-MEM | Reduced Serum Medium
(Gibco). Tras 72 h, se pard la transfeccion retirando el medio de los pocillos y realizando un lavado
con PBS. Posteriormente se tripsinizaron las células, se centrifugaron y se separd una fraccidn
del pellet para la extraccion de ARN. El resto de células del pellet se sembraron de nuevo para
su crecimiento en frascos y, transcurridos un total de 10 dias tras el silenciamiento, en el
momento de la recoleccidon del medio condicionado, se realiz6 de nuevo su tripsinizacion,
centrifugacion y posterior extraccion de ARN para repetir la determinacién del nivel de expresion

génica de S100A11.

3.2. Extraccion de ARN

Para la purificacién de ARN a partir de cultivos celulares se utilizé el kit RNeasy (QIAGEN), basado
en un sistema de columnas con membranas de silica que permiten la unidn selectiva del acido
nucleico. La extraccion se realiz6 a partir de 1-2 x 10° células en cultivo, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se inicié el proceso afiadiendo 350 pul de tampdn RLT
por pocillo, suplementado con un 1 % de B-mercaptoetanol. Con un rascador se completd la lisis
celular y el levantamiento de las células, y a continuacion se recolecté el lisado y se afiadieron
350 pl de etanol 70 %. Las muestras se transfirieron a columnas RNeasy Mini Spin y tras su
centrifugacion a 8000 x g se realizé un lavado con tampdn RW1. Se incluyd una etapa de digestion
con ADNasas durante 30 min a 25 °C. Tras sucesivos lavados con los tampones RW1 y RPE, se
centrifugaron las columnas durante 1 min a 16000 x g para completar el secado de la membrana.
Finalmente, se afiadié en las columnas agua libre de ARNasas atemperada a 56 °C y mediante su
centrifugacion durante 1 min a 16000 x g se eluyeron los ARN. La concentracién se determind en
NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific), procurando valores de A260/A280 > 2 y de

A260/A230 > 1,8. Las muestras extraidas se almacenaron a -80 °C.
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3.3. Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para realizar la retrotranscripcidén de los ARN extraidos a ADNc se empled el kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Para cada muestra se prepararon 1000 ng de
ADNCc en un volumen de 20 pl. La sintesis de ADNCc se llevd a cabo en un termociclador Veriti de
96 pocillos (Applied Biosystems), realizando un paso de hibridacién durante 10 min a 25 °C, un
paso de retrotranscripcion a 37 °C durante 120 min y una etapa de inactivacién enzimatica

durante 5 min a 85 °C. Finalmente, las muestras de ADNc se almacenaron a -20 °C.
3.4. PCR cuantitativa (QPCR)

La cuantificacién del gen S100A11 mediante gPCR se llevd a cabo amplificando 50 ng de ADNCc,
mediante un sistema de sondas Tagman predisefiadas especificas para S100A11
(Hs01055944 g1) y GAPDH (Hs02758991 g1) (Applied Biosystems). La reaccion se llevo a cabo
en la plataforma 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), con condiciones
idénticas para todas las amplificaciones: 1) etapa de 10 min a 95 °C; 2) 40 ciclos, compuestos por
dos pasos: desnaturalizacién de 15 s a 95 °C seguida de hibridacion y extensién durante 1 min a
60 °C. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y los valores de umbral de ciclos (Ct, cycle
threshold) se adquirieron con el software 7500 Fast Real-Time PCR System v1.5.1 (Applied
Biosystems). La expresion relativa del gen S100A11 se calculé de acuerdo con el método delta-

delta Ct [217], empleando como referencia los niveles de expresion del gen GAPDH.
3.5. Extraccidon de proteina

La extraccion de proteina a partir de cultivos celulares se llevé a cabo a partir de 1 x 10° células
por pocillo, cultivadas en placas de 6 pocillos. Se retiré el medio de cultivo y se realizé un lavado
con PBS y, manteniendo la placa en frio, se afiadieron a cada pocillo 150 pl de tampdn de lisis
RIPA (Tris-HCL 25 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 0,5mM pH 8.0, NP-40 1 %), suplementado con
inhibidores de fosfatasas PhosSTOP Easy Pack (Roche) e inhibidores de proteasas Complete
ULTRA Tablets mini (Roche). Tras una incubacién de 10 min a 4 °C, se completd la lisis celular con
un rascador y se recogieron los lisados en tubos de microcentrifuga que, a continuacién, se
sonicaron con un procesador de ultrasonidos UP50H (Hielscher Ultrasonics). Las muestras se
centrifugaron durante 10 min a 13000 x g y a 4 °C, y los sobrenadantes se transfirieron a nuevos
tubos y se almacenaron a -20 °C. Todo el proceso se realizd en hielo y en un tiempo inferior a 35
min, para asegurar la integridad de las formas fosforiladas en los extractos. La cuantificacion de
proteina se realizd mediante el método colorimétrico del acido bicinconinico o BCA [218],

utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). La cuantificacion se realizo
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en placas de 96 pocillos, por duplicado, con dos diluciones de cada muestra y una recta patrén

de BSA, midiendo la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas Sunrise (TECAN).

3.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) e inmunotransferencia (Western-

blot)

Las muestras de proteina se prepararon en tampén de carga 4x Laemmli (Bio-Rad) y se
calentaron a 95 °C durante 10 min. A continuacién, se cargaron 20 ug de proteina para cada
muestra en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10 % y se sometieron a un campo eléctrico
constante de 140 V durante 90 min en tampon Tris/Glicina/SDS pH 8,3 (Bio-Rad).
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante
electrotransferencia, utilizando el sistema miniprotean Il (Bio-Rad) con un voltaje constante de
130 V durante 90 min, en frio y en condiciones hiimedas, en tampdn Tris/Glicina pH 8,3 con 20
% de metanol. Las membranas fueron incubadas con una solucion de bloqueo de 5 % de BSA o
leche, diluido en PBS, durante 1 h a temperatura ambiente y bajo agitacién. A continuacién, las
membranas se incubaron durante 16 h a 4 °C, con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla
1) diluido en PBS al 2,5 % de BSA o leche. Se repitieron los lavados de las membranas y se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con enzima peroxidasa de rabano (HRP), de
cabra anti-IgG de conejo o de cabra anti-IgG de ratén (Thermo Fisher Scientific), en funcion del
anticuerpo primario. Los anticuerpos secundarios se diluyeron (1:5000) en una solucidn de PBS
al 2,5 % de BSA o leche y se incubaron durante 1 h bajo agitacién a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se elimind el exceso de anticuerpo mediante el lavado de las
membranas y se incubaron durante 2 min con el sustrato Immobilon Crescendo Western HRP
(Millipore). Las sefiales se visualizaron mediante el equipo Amersham Imager 600 (HE Healthcare
Life Sciences) y con el software Image) se realizé la densitometria de las bandas para la valoracion

semicuantitativa de las proteinas analizadas [219].
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Anticuerpo Especie Casa comercial Referencia Dilucién
AKT Conejo Cell Signaling #4685 1:1000
Fibronectina Conejo Abcam #ab2413 1:1000
p44/42 MAPK (ERK1/2) Conejo Cell Signaling #4695 1:1000
P-AKT (Ser473) Conejo Cell Signaling #4060 1:1000
P-AKT (Thr308) Conejo Cell Signaling #4056 1:1000
P-p44/42 MAPK (ERK1/2) Conejo Cell Signaling #4370 1:1000
P-STAT3 (Tyr705) Conejo Cell Signaling #9145 1:1000
Snail Conejo Cell Signaling #3879 1:500

STAT3 Conejo Cell Signaling #30835 1:1000
a-SMA Conejo Cell Signaling #19245 1:1000
B-actina Ratén Sigma-Aldrich #A5441 1:5000

Tabla 1. Listado de anticuerpos primarios monoclonales utilizados para la inmunodeteccion por

western blot.

3.7. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

La deteccidn de S100-A11 en el medio condicionado de los fibroblastos CAF-200 se realizé
mediante ELISA. Para ello se empled el kit RayBio Human S100A11 ELISA (RayBiotech), basado
en un sistema de ELISA de tipo sandwich colorimétrico. Todo el proceso se realizé a temperatura
ambiente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, la placa de 96 pocillos se
incubd bajo agitacion con 100 pl de cada muestra por pocillo, por duplicado. A continuacién, los
pocillos se incubaron con 100 pl del anticuerpo de deteccidn biotinilado, posteriormente con
solucidn de estreptavidina-HRP y, finalmente, con el sustrato TMB en oscuridad. La reaccidn se
detuvo con la adicion de la solucidn de parada del kit y la concentraciéon de S100-A11 en cada
muestra se determiné midiendo la absorbancia a 450 nm e interpolando los registros en una

curva estandar.

3.8. Andlisis de expresidn de proteinas por IHQ

La expresion de proteinas por IHQ se determind en secciones de 2 um fijadas en formol y
embebidas en parafina (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded) colocadas en portaobjetos
tratados FLEX IHC Microscope Slides (Dako, Agilent Technologies). Tras estufar los portaobjetos
durante 1 h a 56 °C, se realizd la desparafinizacidn y la recuperacion antigénica de las muestras

mediante la solucién EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH en el equipo PT Link (Dako,
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Agilent Technologies), con una rampa de temperatura hasta alcanzar los 95 °C durante 20 min.

Tras el lavado con tampdn EnVision FLEX Wash Buffer se realizd una etapa de bloqueo de 30 min
con la solucién Protein Block Serum-Free (Dako, Agilent Technologies). La inmunotincién se
realizé en el equipo AutoStainer Link 48, empleando el kit Dako EnVision+ Dual Link System-HRP
(DAB+) (Dako, Agilent Technologies). Tras la inactivacion de la actividad de la peroxidasa
enddgena con la solucién EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent, se realizé la incubacion

durante 20 min con el anticuerpo primario diluido en EnVision FLEX Antibody Diluent (Tabla 2).

Anticuerpo Especie Casa comercial Referencia Dilucién
S100-A11 Conejo Abcam Ab180593 1:10000
P-STAT3 (Tyr705) Conejo Cell Signaling #9145 1:200

Tabla 2. Anticuerpos primarios monoclonales empleados para la técnica de IHQ.

La deteccidn y visualizacidn de la reaccién antigeno-anticuerpo se realizé mediante la incubacidn
con la solucién EnVision FLEX/HRP durante 20 min y posteriormente con el cromédgeno EnVision
FLEX DAB+ durante 10 min, aplicando finalmente una contratincién con hematoxilina EnVision
FLEX Hematoxylin durante 5 min. Las secciones tefiidas fueron cubiertas en el montador
automatico CoverStainer (Dako, Agilent Technologies). Como controles positivos se utilizaron
muestras FFPE con expresion conocida de las proteinas analizadas (secciones de
adenocarcinoma de colon para S100-A11 y de amigdala para p-STAT3), y como controles

negativos se emplearon secciones incubadas con anticuerpo secundario sin anticuerpo primario.

Las tinciones fueron valoradas por un patdlogo especializado en patologia mamaria. Dado que
hasta el momento no existen criterios definidos para la valoracion de la expresién de S100-A11
y de p-STAT3, se establecié un algoritmo basado en la determinacién del porcentaje de células
con expresion de la molécula analizada, y de la intensidad de la tincién, categorizdndola en baja
(1), media (2) o alta (3). Se valoré la tincidén de S100-A11 y de p-STAT3 en las muestras tumorales,
calculando para cada caso una puntuacion semicuantitativa o Histo-score (H-score),
comprendida en un rango de 0 a 300, siguiendo la formula: H-score = (% intensidad baja) x 1 +

(% intensidad media) x 2 + (% intensidad alta) x 3.
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4. Ensayo de protedmica basado en espectrometria de masas
4.1. Preparacidn de las muestras

Inicialmente se prepararon, en triplicado, muestras de medio condicionado de fibroblastos CAF-
200 sin y con el tratamiento con trastuzumab, pertuzumab y docetaxel, siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente (apartado 2.1. de esta seccion). Se afiadié una etapa de
deprivacién de FBS durante 24 h y se recogieron las muestras de medio condicionado. Tras la
centrifugacion y filtracién de los sobrenadantes con un filtro de 0,22 um, se concentraron 20 ml
de cada muestra mediante concentradores de centrifuga Vivaspin 20 Centrifugal Concentrators
10K (Sartorius) e inmediatamente se entregaron en frio en la Unidad de Protedmica de la

Universidad Complutense de Madrid (Espana).

Los extractos proteicos se resuspendieron en urea 8 M y, de acuerdo a su cuantificacion por
Bradford [220], se tomaron 200 pug de cada extracto y se redujeron con DTT 25 mM durante 30
min a 56 °C. Las muestras se alquilaron con iodoacetamida 50 mM durante 20 min en oscuridad
y se digirieron enzimaticamente con 1/50 (p/p) de tripsina recombinante (Roche Molecular
Biochemicals) en bicarbonato amdnico 50 mM (pH 8,5) durante 16 h a 37 °C. Los péptidos se
recogieron y se lavaron en Bicarbonato amdnico 50 mM, se acidificaron y se secaron por
centrifugacién a vacio (SpeedVac Savant). Finalmente, las muestras se reconstituyeron en
tampdn de carga (2 % acetonitrilo, 0,1 % acido férmico), se cuantificaron en el fluorimetro Qubit

(Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se conservaron a -20 °C hasta su analisis.
4.2. Espectrometria de masas (LC-MS/MS) label-free

El analisis del contenido en péptidos se realizd a partir de 2 pug de cada extracto mediante nano-
cromatografia liquida EASY-nLC 1000 acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucion
Q-Exative HF (Thermo Fisher Scientific). Los péptidos fueron concentrados on-line por
cromatografia de fase reversa utilizando una precolumna Acclaim PepMAp 10 y separados en
una columna analitica de fase reversa C18 Picofrit (Thermo Fisher Scientific) con punta integrada
para espray, operando a un flujo de 250 nl/min. Los datos MS/MS se recogieron en modo de

adquisicion dependiente de informacién (DDA).
4.3. ldentificacidn y cuantificacién de proteinas

Los espectros MS/MS adquiridos se analizaron utilizando el motor de bisqueda MASCOT v2.6 a
través del software Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Fisher Scientific). Las identificaciones se

realizaron mediante busquedas sobre la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot versién 2019_05
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(https://www.uniprot.org, consultada el 1 de junio de 2019), con restriccion taxondmica a Homo

Sapiens (20416 secuencias). Para determinar la abundancia de los péptidos y proteinas
identificados, se realizé un experimento label-free basado en la intensidad de la sefial del péptido
precursor. El andlisis diferencial de las abundancias de las proteinas entre las distintas
condiciones se determind mediante un ensayo de ANOVA implementado en Proteome
Discoverer. Aquellas proteinas identificadas con -1,2 > LogFC 2> 1,2, coeficiente de variacion entre
réplicas < 30 %, g-valor < 0,05 y alta confianza (FDR < 1 %) se consideraron diferencialmente
expresadas entre los dos grupos [221]. Los datos de espectrometria de masas de este trabajo
fueron depositados en el ProteomeXchange Consortium, a través del repositorio PRIDE, con el

identificador PXD025556.
4.4. Analisis bioinformatico

Para apovyar la interpretacion de los datos protedmicos se utilizd la herramienta de andlisis de
sobrerrepresentaciéon de rutas Reactome v.84 [222], utilizando el método de analisis PADOG.
Para el andlisis de interacciones proteina-proteina (PPI) se recurrié a la herramienta STRING
(v11.5) [223], que proporciona datos de interaccidn fisica y funcional, utilizando un nivel de

confianza > 0,4.
5. Muestras de pacientes de cancer de mama HER2+

Se realizé un analisis retrospectivo unicéntrico de 77 casos de cancer de mama HER2+, con
seguimiento medio de 4,58 afios, cedidos por el Biobanco de la Fundacion Jiménez Diaz de
Madrid, de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y el Real
Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre. El uso de las muestras de pacientes fue aprobado por
Comité Etico de Investigacidon de la Fundacién Jiménez Diaz (Madrid) (Anexo |-Formulario de
aprobacién del Comité Etico). En todos los casos se dispuso de muestras FFPE representativas
del componente tumoral infiltrante y del componente estromal, procedentes de biopsias
diagndsticas de casos de estadio precoz, previas al tratamiento neoadyuvante basado en la
combinacién de trastuzumab mas pertuzumab mas taxano. Se recogié la informacidn clinico-
patoldgica de todos los casos. El estadiaje de los casos se realizd segun la clasificacion TNM, de
acuerdo con lo establecido por el AJICC [11] y el grado histoldgico se definié segun la escala SBR
modificada por Elston [9]. La expresion de ER, PR y HER2 se determiné mediante IHQ vy la
amplificacion de HER2 se confirmd mediante FISH, siguiendo los criterios establecidos por la guia

ASCO-CAP [40]. Para la valoracién de la respuesta patoldgica en el tumor se empled el sistema
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de Miller y Payne (Tabla 3), modificado para la evaluacién de la respuesta en los ganglios

linfaticos (respuesta axilar) (Tabla 4) [224].

Grado Descripcion

G1 Minimos cambios celulares, sin reduccion significativa de la celularidad infiltrante

G2 Reduccidn discreta de la celularidad tumoral infiltrante, de menos del 30 % de la masa tumoral

G3 Reducciéon marcada de la celularidad tumoral infiltrante, de entre el 30 % y el 90 % de la masa tumoral

G4 Disminucion de mas del 90 % de la masa tumoral, con persistencia de focos microscépicos de carcinoma infiltrante

G5 Ausencia de células tumorales infiltrantes. Puede existir presencia de carcinoma in situ

Tabla 3. Grados de respuesta patoldgica tumoral segun el sistema de clasificacion de Miller y

Payne.

Grado Descripcion

A Ganglios linfaticos negativos, sin cambios post-terapia

B Ganglios linfaticos positivos, sin cambios post-terapia

C Ganglios linfaticos positivos, con evidencia de respuesta parcial a la terapia
D Ganglios linfaticos negativos, con cambios post-terapia

Tabla 4. Grados de respuesta patoldgica axilar segun el sistema de clasificacion de Miller y Payne

modificado.

En base a esta clasificacion se obtienen tres grupos de respuesta: 1) respuesta patoldgica
completa (pCR) cuando no existe evidencia de la enfermedad ni en mama ni en axila,
correspondiente a grado de respuesta tumoral G5 y respuesta axilar A o D; 2) respuesta parcial,
existiendo una respuesta completa en la mama y tumor residual en axila (G5-C), tumor residual
en la mama (G2, G3 y G4) y respuesta completa en axila (D), o bien deteccién de tumor residual
en mama (G2, G3 y G4) y en axila (B y C); 3) no respuesta patoldgica, cuando se detecta tumor

residual en mama vy axila, correspondiente (G1-B).

6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los experimentos in vitro se realizd con el software GraphPad Prism
8.0.1. Para comparar las diferentes condiciones experimentales se empled la prueba t de Student

para muestras pareadas. Los resultados se presentan como el promedio y la desviacién estandar
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de tres réplicas experimentales independientes (n=3), a menos que se indique otro nimero de

réplicas en la correspondiente figura.

El estudio estadistico de las muestras de pacientes se realizé con el software SPSS 25.0. La
definicion del punto de corte dptimo para la expresién de S100-A11 y de p-STAT3 determinada
por IHQ se realizd mediante el analisis de la curva Caracteristica Operativa del Receptor, conocida
como curva ROC, basado en la identificacion de la presencia de tumor residual postratamiento
neoadyuvante. Para determinar la relacién entre dos variables categéricas se empled la prueba
de Chi-cuadrado (x2). El grado de asociacién entre S100-A11 y p-STAT3 como variables continuas
con escala de medida numérica (H-score) se analizd mediante la prueba de correlacidon de rangos
de Spearman (prueba no paramétrica Rho de Spearman). La correlacion entre S100-A11 y p-
STAT3 como variables discontinua y continua, respectivamente, se analizd calculando la prueba

estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney.

Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier y las diferencias
entre las tasas de supervivencia entre grupos se evaluaron calculando la prueba no paramétrica
de Log-Rank. La SLE se evalud desde la fecha de la cirugia hasta la fecha de la aparicidon de
cualquier signo de recaida y la SG desde la fecha de la cirugia hasta la fecha de muerte por
cualquier causa, o hasta la ultima fecha en la que la paciente fue evaluada en el centro médico.
En este contexto, los datos de pacientes de las cuales no se tuvo la informacion completa sobre

el tiempo de ocurrencia del evento se consideraron como datos censurados.

Todas las pruebas estadisticas empleadas fueron de 2 colas y las diferencias entre grupos se
consideraron estadisticamente significativas con p-valor < 0,05 (*), p-valor < 0,01 (**) y p-valor <

0,001 (***).
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1. Caracterizacion del efecto de CAF-200 en la respuesta a la terapia basada en trastuzumab

mas pertuzumab mas docetaxel (TPD) en lineas celulares de cancer de mama HER2+

Se caracterizd el papel de los fibroblastos CAF-200 en la adquisicién de resistencia al tratamiento
anti-HER2 en las células tumorales valorando el efecto del medio condicionado derivado de CAF-
200 en lineas celulares de cancer de mama HER2+, tratadas con la terapia basada en la
combinacién de trastuzumab mas pertuzumab mas docetaxel (TPD). Se estimd su papel en la
generacion de resistencia mediante ensayos de proliferacion celular, asi como en la adquisicién
de caracteristicas relacionadas con la resistencia y la regulacion de vias de sefializacion

intracelular.
1.1. Determinacion de la concentraciéon de tratamiento de docetaxel en lineas HER2+

Docetaxel es un agente quimioterdpico perteneciente a la familia de los taxanos, cuya actividad
citotoxica se debe ala alteracion de la dindmica de los microtubulos, afectando asi a las funciones
del citoesqueleto y a la mitosis durante la divisién celular. Para establecer las condiciones de
tratamiento se estudié la sensibilidad a docetaxel de las lineas tumorales BT-474 y EFM-192A,
mediante su exposicidon durante 72 horas a concentraciones crecientes del mismo, seleccionadas

de acuerdo con la literatura [225,226] y comprendidas en un rango entre 0,5 nM y 100 uM.

Los resultados de proliferacion celular mostraron que ambas lineas presentan sensibilidad al
tratamiento con docetaxel. La linea BT-474 mostré una mayor sensibilidad respecto a la linea
EFM-192A, especialmente a partir de concentraciones intermedias de tratamiento (Figura 5. A,

B).
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Figura 5. A, B. Efecto del tratamiento con docetaxel en concentraciones crecientes durante 72

horas en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A, respectivamente. Se ensayaron
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concentraciones de docetaxel comprendidas en un rango de 0,5 nM a 100 uM, representadas en
escala logaritmica en el eje de abscisas. La linea continua representa la curva del modelo de

ajuste no lineal. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estandar

(n=3).

A partir de estos resultados se calculd el valor de IC50 de docetaxel para cada linea celular. De
acuerdo con lo descrito en la literatura [225,226], el valor de IC50 para la linea BT-474 fue inferior
al de la linea EFM-192A (1,9 nM y 4,6 nM, respectivamente). Para evaluar el efecto del CAF en la
respuesta a la terapia anti-HER2 se decidid trabajar con una concentracion de docetaxel inferior
al valor de IC50. Se calculé el valor de IC20, siendo de 0,48 nM para BT-474 y de 1,2 nM para
EFM-192A, por lo que se establecieron para los ensayos las concentraciones de 0,5 nM y 1 nM,

respectivamente.

1.2. El medio condicionado de CAF-200 genera resistencia a la terapia TPD en lineas

tumorales HER2+

Para examinar el papel del fibroblasto CAF-200 en la resistencia adquirida al tratamiento con TPD
en las lineas tumorales de cancer de mama HER2+, se realizaron ensayos de proliferacién celular
con las lineas BT-474 y EFM-192A. Se evalud el efecto de la terapia TPD durante 5 dias, en

ausencia o en presencia de medio condicionado de la linea CAF-200 (Figura 6. A, B).
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Figura 6. A, B. Efecto del medio condicionado de CAF-200 durante 5 dias en la proliferacion
celular de BT-474 y EFM-192A, respectivamente, en ausencia y presencia de la terapia TPD

(trastuzumab 15ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5y 1 nM, respectivamente). MIC[CAF-
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200]: medio condicionado de CAF-200. (***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el

valor calculado de la desviacion estdndar (n=6).

Se observé inicialmente que el tratamiento con TPD producia una reduccidén en la proliferacién
en ambas lineas celulares (50,3 % vs 100,0 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 55,8 % vs 100,0 %, p-
valor < 0,001, en EFM-192A). Por otro lado, el medio condicionado por si mismo no afectd a la
proliferacion de las lineas HER2+. Sin embargo, este medio derivado de los fibroblastos redujo el
efecto antiproliferativo de la terapia, de manera que las células tumorales incrementaron de
forma significativa la tasa de proliferacidn a pesar del tratamiento farmacoldgico (72,8 % vs 50,3
%, p-valor < 0,001, en BT-474; 88,5 % vs 55,8 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A) cuando se
incubaron con el secretoma de CAF-200 (Figura 6. A, B). Estos resultados sugieren que CAF-200
puede inducir resistencia a la terapia TPD, a través de factores solubles secretados al espacio

extracelular.

1.3. El medio condicionado de CAF-200 induce resistencia al tratamiento con TPD en lineas

tumorales HER2+ en un modelo de cultivo celular 3D

El cultivo de células en esferoides 3D constituye un modelo con unas condiciones estructurales
gue mimetizan el entorno tumoral in vivo de una manera mas representativa, por lo que suponen
una herramienta prometedora ampliamente utilizada en la investigacion del cancer. La
generacion de un gradiente en el suministro de oxigeno, nutrientes, factores de crecimiento y
citocinas, asi como la heterogeneidad en la difusién de los farmacos en el cultivo, otorgan a este
modelo una mayor complejidad, justificando su relevancia en estudios de sensibilidad a terapia

con células cancerosas [227].

Se estudi6 el efecto del medio condicionado de CAF-200 en la respuesta a la terapia TPD de las
lineas tumorales BT-474 y EFM-192A cultivadas en un modelo de esferoides. Ambas lineas
crecieron formando estructuras esféricas cuando se cultivaron en condiciones de independencia
de anclaje (Figura 7. A-D). Aunque se distinguieron esferoides de distintos tamafios, para el
recuento del nimero de esferoides Unicamente se consideraron aquellos con didmetro igual o

superior a 100 um, en base a la literatura [228].
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Figura 7. A, B. Efecto del medio condicionado de CAF-200 en la capacidad de formacion de
esferoides de BT-474 y EFM-192A, respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de
la terapia TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM,
respectivamente). MC[CAF-200]: medio condicionado de CAF-200. (**): p-valor < 0,01; (***): p-
valor < 0,001. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estdndar (n=4).
C, D. Imdgenes representativas de los esferoides tumorales obtenidos con células BT-474 y EFM-

192A, respectivamente, en las condiciones experimentales mencionadas (10x). Escala: 100 um.

La terapia TPD causd un cambio marcado en la capacidad de formacién de esferoides de las lineas

tumorales, observandose una disminucion en el nimero de esferoides respecto al control (37,5
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% vs 100,0 %, p-valor < 0,01, en BT-474; 22,3 % vs 100,0 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura

7. A, B). En el cultivo con el medio condicionado, en ausencia de la terapia, no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de esferoides en comparacién con el cultivo en la
condicién control. No obstante, la disminucién en la capacidad de formacién de esferoides
producida por la terapia fue aminorada en presencia del medio condicionado de los fibroblastos
en las dos lineas tumorales (102,0 % vs 37,5 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 74,0 % vs 22,3 %, p-
valor < 0,001, en EFM-192A), indicando un papel protector del secretoma del fibroblasto CAF-
200 frente a la terapia, relacionado con la induccién de un fenotipo resistente en un modelo de

cultivo 3D.

1.4. Lacapacidad migratoria de las células tumorales HER2+ aumenta en presencia del medio

condicionado del fibroblasto CAF-200

Dentro del estroma tumoral, los CAF se han descrito como uno de los principales contribuyentes
a los procesos de invasidn y metdstasis tumoral, especialmente a través de la secrecién de
diversos factores que pueden estimular la migracién de las células tumorales en distintos tipos
tumorales, incluyendo los tumores de mama [110,229]. Se realizaron ensayos de migracién en
transwell con las lineas BT-474 y EFM-192A, evaluando el papel del medio condicionado de CAF-

200 en la respuesta de ambas lineas al tratamiento con TPD durante 24 h (Figura 8. A-D).
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Figura 8. A, B. Efecto del medio condicionado de CAF-200 en la capacidad migratoria de BT-474
y EFM-192A, respectivamente, durante 24 horas, en ausencia y presencia de la terapia TPD
(trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5y 1 nM, respectivamente). MIC[CAF-
200]: medio condicionado de CAF-200. (*): p-valor < 0,05; (***): p-valor < 0,001. Las barras de
error representan el valor calculado de la desviacion estdndar (n=4). C, D. Imdgenes
representativas de células migradas BT-474 y EFM-192A respectivamente, en las condiciones
experimentales mencionadas (5x). Se realizo el recuento de diez campos aleatorios (20x). Escala:

100 um.
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En primer lugar, se observd una disminucién en el porcentaje de células migradas tras el

tratamiento farmacologico con TPD (67,7 % vs 100,0 %, p-valor < 0,05, en BT-474; 49,5 % vs 100,0
%, p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura 8. A, B). Por otro lado, se observé un incremento
significativo de la migracion de las lineas cuando se incubaron con el medio condicionado de
CAF-200 (243,6 % vs 100,0 %, p-valor < 0,001, en BT-484; 135,7 % vs 100,0 %, p-valor < 0,05, en
EFM-192A). Cabe destacar que esta respuesta, producida por las sefiales contenidas en el
secretoma de CAF-200, apenas varié bajo el tratamiento con TPD en el caso de la linea BT-474
(232,3 %, p-valor < 0,001) (Figura 8. A), y mantuvo una tasa de migracién similar a la del control

sin tratamiento, en el caso de EFM-192A (94,2 %, p-valor < 0,001) (Figura 8. B).

1.5. El medio condicionado de CAF-200 modifica la fosforilacion de proteinas implicadas en
las vias de sefializacion MAPK/ERK y JAK/STAT3 en lineas celulares HER2+ en respuesta

a la terapia TPD

La adquisicion de resistencia a trastuzumab inducida por los CAF ha sido previamente
relacionada con alteraciones en las rutas de sefalizacion MAPK/ERK, PI3K/AKT/mTOR vy
JAK/STAT3 [134,230]. No obstante, el efecto de los CAF en la respuesta de lineas celulares de
cancer de mama HER2+ a la terapia combinada con trastuzumab, pertuzumab y docetaxel, no ha

sido descrito todavia.

Para valorar posibles diferencias en la activacién de estas rutas en respuesta al tratamiento con
TPD tras la adicion del medio condicionado, se realizaron ensayos western blot para las proteinas
p-STAT3 (Tyr705), STAT3, p-AKT (Serd73), p-AKT (Thr308), AKT, p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y

ERK1/2, empleando como control de carga la proteina B-actina (Figura 9. A, B).

Inicialmente destacé un incremento en los niveles de fosforilacion de STAT3 tras la adicién de
medio condicionado de CAF-200 en las lineas BT-474 y EFM-192A (3,55 vs 1,00 en BT-474; 2,43
vs 1,00 en EFM-192A) (Figura 9. A, B). Ademas, el incremento en p-STAT3 producido por el medio
condicionado se mantuvo aun en presencia de la adicién de la terapia TPD (3,67 vs 3,55 en BT-
474;2,31vs 2,43 en EFM-192A). Cabe mencionar que la alta intensidad de la sefial producida en
las condiciones experimentales con medio condicionado de CAF-200, no permitié evaluar el

efecto de TPD en las células incubadas en condiciones control (Figura 9. A, B).

79



B Resultados

A B
BT-474 EFM-192A
Control MC[CAF-200] Control MC[CAF-200]
TPD - + - + TPD - + - +
1,00 1,09 3,55 3,67 1,00 1,12 2,43 2,31
STATS | Wiy gy W STATS | WS G e S
1,00 1,11 1,20 1,16 1,00 0,97 0,95 0,98
p-AKT (Thr308) | — e P-AKT (Thr308) | MEEEEEE = SN S—
1,00 0,09 1,12 0,08 1,00 0,51 0,98 0,64
p-AKT (Serd73) | MR o W p-AKT (Sera73) | AP s S S—
1,00 0,45 1,04 0,38 1,00 0,71 0,94 0,68
AKT | S sass G S AKT | o— — S —
1,00 1,14 1,22 1,28 1,00 1,03 0,96 1,02
1,00 0,48 1,29 0,78 1,00 0,60 1,05 1,12
1,00 1,10 1,17 1,06 1,00 0,96 0,93 0,94
B-Actina | WS NN S B-Actina | W S GHEND S
1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Figura 9. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de las formas
fosforiladas y totales de las proteinas STAT3, AKT y ERK. Se evalud el efecto del medio
condicionado de CAF-200, durante 6 horas, en ausencia y presencia de la terapia TPD
(trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5y 1 nM, respectivamente). MIC[CAF-
200]: medio condicionado de CAF-200. Los niveles de abundancia relativa de la regulacion
positiva o negativa de las proteinas se determinaron mediante el andlisis densitométrico de las
imdgenes, normalizdndolos con el control de carga fS-actina y con el respectivo control sin

tratamiento. Se muestran imdgenes representativas para n=3.

El tratamiento con TPD resultd en una disminucién de la fosforilacién de los residuos Ser473 y
Thr308 en las dos lineas celulares estudiadas. Sin embargo, tras la adicién del medio
condicionado de CAF-200 no se observaron modificaciones destacables en los niveles de
fosforilacion de AKT (Figura 9. A, B). En contraste, la adicién del medio condicionado de CAF-200
a las células tumorales tratadas con TPD causé un incremento de la fosforilacion de ERK respecto
a la observada en las células tratadas con TPD en condiciones control (0,78 vs 0,48 en BT-474;

1,12 vs 0,60 en EFM-192A).

Los datos reflejaron un efecto del medio condicionado de CAF-200 en las lineas BT-474 y EFM-

192A, incrementando la fosforilacion de proteinas implicadas en las vias JAK/STAT3 y MAPK/ERK
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en presencia del tratamiento con TPD, sugiriendo la posible implicacién de estas rutas de

sefializacion en la resistencia a la terapia TPD mediada por el fibroblasto CAF-200.

2. Caracterizaciéon del secretoma del fibroblasto CAF-200 tras el tratamiento con TPD

2.1. Efecto celular y molecular de la terapia TPD en el fibroblasto CAF-200

De manera previa al analisis del contenido del secretoma de CAF-200, se estudio la respuesta del
fibroblasto a la terapia TPD, valorando su efecto en la proliferacién y migracion celular de los

fibroblastos, asi como alteraciones en algunos nodos de sefializacién intracelular.
2.1.1. El tratamiento con TPD no afecta a la proliferacion de CAF-200

Se analizo la proliferacidn celular de los fibroblastos tras la exposicién a TPD durante 24, 72 horas

y 5 dias, sin observar una variacion en ninguno de los casos (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del tratamiento con TPD (trastuzumab 15ug/ml; pertuzumab 20 ug/mi;
docetaxel 0,5 nM) en la proliferacion celular de los fibroblastos CAF-200, durante 24 horas, 72

horas y 5 dias. (n.s.): no significativo. Las barras de error representan el valor calculado de la

desviacion estandar (n=3).

2.1.2. El fibroblasto CAF-200 incrementa su capacidad migratoria en respuesta a la

terapia TPD

Los CAF pueden mostrar una mayor capacidad migratoria e invasiva en comparacion con los

fibroblastos de tejido normal [91]. La literatura sugiere que los agentes quimioterapicos pueden
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impulsar en los fibroblastos estromales rasgos propios de un fenotipo activado y estimular su
migracién [120,231], por lo que se evalud si el tratamiento con la terapia TPD podria modular
esta capacidad en la linea CAF-200 (Figura 11. A, B). Los resultados reflejaron que los fibroblastos
expuestos durante 24 horas a la terapia presentaban una mayor tasa de migracién (145,0 % vs

100,0 %, p-valor < 0,01).
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Figura 11. A. Efecto del tratamiento con TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/mi;
docetaxel 0,5 nM) en la capacidad migratoria del fibroblasto CAF-200, durante 24 horas. (**): p-
valor < 0,01. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estdndar (n=4).
B. Imdgenes representativas de células CAF-200 migradas, en las condiciones experimentales

mencionadas (10x). Se realizé el recuento de 10 campos aleatorios (20x). Escala: 100um.

2.1.3. El tratamiento con TPD induce en CAF-200 la expresion y la fosforilacién de

proteinas implicadas en la activacion de fibroblastos estromales

La activacién de multiples cascadas de sefializacion en los CAF, incluyendo las vias JAK/STAT3,
PI3K/AKT y MAPK/ERK, guarda una relacidén directa con su modulaciéon fenotipica y su

comportamiento en el microambiente tumoral [103].
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Se analizé la expresion y el estado de fosforilacién de las proteinas STAT3, AKT y ERK en CAF-200
tras el tratamiento con la terapia TPD. Destacd un incremento en p-ERK en el fibroblasto en Ia
condicidon de tratamiento con TPD (1,49 vs 1,00) (Figura 12. A). Se detecté también un
incremento moderado en la fosforilacion de STAT3 (1,25 vs 1,00) y en el residuo Ser473 de AKT
(1,26 vs 1,00).
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Figura 12. A. Andlisis por western blot en CAF-200 de las formas fosforiladas y totales de las
proteinas STAT3, AKT y ERK, en ausencia y presencia del tratamiento TPD (trastuzumab 15 ug/mi;
pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 nM), durante 6 horas. B. Andlisis por western blot en CAF-
200 de las proteinas a-SMA, fibronectina y Snail, en las condiciones indicadas. Los niveles de
abundancia relativa de la regulacion positiva o negativa de las proteinas se determinaron
mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes, normalizandolos con el control de carga f3-
actina y con el respectivo control sin tratamiento. Se muestran imdgenes representativas para

n=3.

Adicionalmente, se analizaron por western blot a-SMA y fibronectina, descritas como
marcadores de activacion en los CAF [232,233], asi como Snail, cuya expresion en fibroblastos
estromales ha sido relacionada con la activacion e induccion de fenotipos promotores de
qguimioresistencia [100,234,235]. En este caso, se observé que la expresidon de Snail se duplico

tras el tratamiento con TPD (2,15 vs 1,00) y, aunque de forma menos acusada, también se
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observé cierto incremento en la expresién de fibronectina (1,56 vs 1,00) y a-SMA (1,25 vs 1,00)

(Figura 12. B).

2.2. El estudio de la abundancia diferencial de proteinas en el secretoma del CAF-200 revela

proteinas diferencialmente expresadas tras el tratamiento con TPD

Con el objetivo de identificar proteinas secretadas por el fibroblasto con un posible papel en la
generacion de resistencia a la terapia anti-HER2 se realizd, mediante espectrometria de masas,
un analisis de la abundancia diferencial de proteinas en el secretoma de CAF-200 tras el
tratamiento basado en la combinacion de trastuzumab, pertuzumab y docetaxel. El estudio,
abordado mediante una estrategia LC-MS/MS label-free, resultd en la identificacion de 1420
proteinas diferencialmente expresadas, de las cuales 1352 se pudieron cuantificar. Del total de
proteinas cuantificadas, 283 mostraron un g-valor < 0,05, de las cuales 145 presentaron un
coeficiente de variacién inferior al 30 %. De estas, 96 proteinas estaban sobreexpresadas en el
secretoma de CAF-200 tratado en comparacién con el no tratado, mientras que 49 estaban

reguladas a la baja.

Finalmente, de las 96 proteinas sobreexpresadas se seleccionaron 20 (Tabla 5), de acuerdo con
parametros como la tasa de cambio en la expresion o Fold Change (FC), ademas de otros criterios
de robustez analitica como el valor de Mascot, el nimero de péptidos y de péptidos Unicos, y la

abundancia acumulada. El punto de corte establecido para la tasa de cambio fue de LogFC>1,2.
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ID Proteina Nombre gen Nombre proteina LogFC
P02647 APOA1 Apolipoproteina A-I 5,51
P0O5121 SERPINE1 Inhibidor del activador del plasminégeno -1 2,91
P31949 S100A11 Proteina S100-A11 2,78
P13500 ccL2 Ligando 2 de quimiocina (motivo C-C) 2,68
Q10567 AP1B1 Subunidad beta-1 del complejo AP-1 2,43
Q9Y212 NTNG1 Netrina-G1 2,21
Q5T7C4 HMGB1 Proteina de alta movilidad del grupo B1 2,20
Q8NI22 MCFD2 Proteina de deficiencia de factor de coagulacion multiple 2 2,18
P10599 TXN Tiorredoxina 2,11
Q15293 RCN1 Reticulocalbina-1 2,02
P17612 PRKACA Subunidad catalitica alfa de la Proteina quinasa A 1,85
P61916 NPC2 Proteina secretora del epididimo E1 1,83
B4DY08 HNRNPC Ribonucleoproteinas Heterogéneas nucleares C1/C2 1,81
Q9Y376 CAB39 Proteina de unién a calcio 39 1,69
P09960 LTA4H Leucotrieno A4 hidrolasa 1,63
Q96AG4 LRRC59 Proteina con repeticiones ricas en Leucina 59 1,50
HOYL52 TPM1 Cadena alfa 1 de la tropomiosina (fragmento) 1,45
P63104 YWHAZ Proteina 14-3-3 zeta 1,40
B4DY09 ILF2 Factor de unidn potenciador de interleucina 2 1,32
P07900 HSP90AA1 Proteina de shock térmico HSP 90-alfa 1,28

Tabla 5. Listado de 20 proteinas diferencialmente expresadas en el secretoma de CAF-200 tras el

tratamiento con TPD, identificadas mediante LC-MS/MS label-free. LogFC: Logaritmo en base 2

de Fold Change. Para cada proteina se muestra el cédigo ID de UniProt, el nombre del gen, el

nombre de la proteina y el valor de LogFC.

2.3. Elandlisis de anotacién funcional del secretoma de CAF-200 revela la modulacion de vias

oncogénicas

Obtener una interpretacién funcional global a partir de conjuntos de datos protedmicos es

posible gracias a herramientas bioinformaticas. Los analisis de anotacién funcional permiten

identificar conjuntos especificos de genes y respuestas moleculares que se activan en una

determinada condicion experimental o tras un determinado tratamiento. Estos conjuntos
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pueden representar procesos bioldgicos, vias de sefializacidon, o conjuntos de genes obtenidos

experimentalmente, disponibles en bases de datos como Reactome [236].

A partir de las proteinas diferencialmente expresadas en el secretoma de CAF-200 se realizé un
analisis de enriquecimiento de rutas mediante la herramienta y base de datos Reactome, lo que
permitié visualizar procesos celulares y posibles vias o reacciones activadas en las células
tumorales como consecuencia del efecto de las proteinas presentes en el secretoma del

fibroblasto (Figura 13).
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Se identificaron procesos relacionados con la modulacién de la fosforilacidén y activacion de vias
de sefializacion, implicadas en proliferacién y supervivencia celular, invasién y metabolismo
(Ras/Raf/MAPK, PI3K/AKT y p53), asi como con la regulaciéon de procesos de inflamacién y
respuesta inmune (Tabla 6). Ademas, destacd el enriquecimiento en reacciones de resistencia de

mutantes de ERBB2 a distintas terapias dirigidas, incluyendo trastuzumab y lapatinib.

Identificador via Nombre via :\:i::trl::;?:ss p-valor
R-HSA-6798695 Degranulacién de neutrdfilos 7 8,05E-07
R-HSA-111447 Activacién de BAD y traslocacién a la mitocondria 2 8,36E-04
R-HSA-75035 Inactivacién del complejo ciclina B:Cdk1 mediada por Chk1/Chk2 (Cds1) 3 0,001
R-HSA-5628897 Regulacién de genes de metabolismo por TP53 3 0,001
R-HSA-9665233 Resistencia a trastuzumab de mutantes ERBB2 KD 1 0,006
R-HSA-9665251 Resistencia a lapatinib de mutantes ERBB KD 1 0,006
R-HSA-9665246 Resistencia a neratinib de mutantes ERBB2 KD 1 0,006
R-HSA-69473 Punto de control de dafio al DNA G2/M 3 0,007
R-HSA-8957275 Fosforilacién de proteinas post-traduccién 2 0,007
R-HSA-3371497 Ciclo de chaperona HSP90 para receptores de hormonas esteroideas 2 0,007

Tabla 6. Listado de vias encontradas en el andlisis con Reactome, mostrando el nombre y el
respectivo identificador, las proteinas del estudio identificadas en cada via, y el p-valor. Por

razones de espacio, sélo se muestran 10 vias representativas.

2.4. Las redes de asociacidon proteina-proteina identifican nodos de interaccidn entre

proteinas secretadas por los fibroblastos CAF-200

El estudio de interacciones proteina-proteina (PPI) proporcionado por la base de datos STRING
permite la identificacion y prediccién de asociaciones entre proteinas a nivel fisico y funcional
[223]. Se obtuvieron redes de interaccion funcional a partir de las proteinas diferencialmente
expresadas en el secretoma CAF-200 vy, finalmente, el estudio se centrd en las asociaciones entre
las proteinas mostradas previamente en la Tabla 5 (Figura 14). Disponer de una visidn global de
estas asociaciones podria ser Util a la hora de especular sobre la relevancia de una proteina

dentro del conjunto analizado y sobre su posible papel dentro de algin nodo destacado.

Uno de los nodos de interaccion resulté de la asociacion entre YWHAZ (proteina 14-3-3),
HSP90AA1 (proteina HSP90-a) y PRKACA. La interaccidn entre las proteinas 14-3-37 y HSP90, y

de otros miembros de ambas familias, ha sido indicada en la literatura [237], siendo demostrada
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su co-inmunoprecipitacién en fibroblastos de ratén [238]. PRKACA es una subunidad catalitica

de PKA y tiene actividad cinasa sobre gran nimero de sustratos, entre ellos 14-3-3(, regulando
su unién a otras proteinas [239]. La presencia de HSP90 en inmunoprecipitados de subunidades
cataliticas de PKA ha sugerido la posible funcién de la chaperona HSP90 en la regulacion de la

actividad de PKA [240].

Otras agrupaciones de proteinas mostradas fueron aquellas codificadas por TPM1, HNRNPC e
ILF2; CCL2, SERPIN-E1 (proteina PAI-1) y APOA1 (Figura 14). Por ejemplo, las proteinas CCL2 y
PAI-1 junto con otras citocinas inflamatorias han sido reportadas como parte de secretomas

proinflamatorios en modelos de inflamacidn y estrés celular [241,242].

APOA1
TPM1 el SERPINEL
HMGB1
HNRNPC
ccL2
YWHAZ
AP1B1
ILF2
TXN
MCFD2 \ RCNL1
PRKACA
HSP90AAL
LRRC59
NTNG1 CAB39
LTA4H NPC2

Figura 14. Agrupaciones de proteinas obtenidas tras el andlisis mediante la base de datos STRING
a partir de las 20 proteinas diferencialmente expresadas en el secretoma de CAF-200, utilizando
un nivel de confianza moderado (0,4). Se muestra el nombre del gen que codifica para cada

proteina.

Cabe mencionar que las PPl resaltadas en las agrupaciones mostradas en la Figura 14 se
corresponden con un nivel de confianza seleccionado de 0,4. Sin embargo, existen otras PPI de

distintas categorias que se revelan bajo criterios estadisticos menos estrictos.
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2.5. Seleccién de proteinas en el secretoma de CAF-200 candidatas a la generacion de

resistencia a la terapia TPD

El listado de proteinas que los fibroblastos CAF-200 secretaron de forma mas abundante, como
consecuencia del tratamiento con TPD, se redujo a un nimero manejable de proteinas para
poder valorarlas funcionalmente. Para llevar a cabo esta seleccién de candidatos se recurrié al
estudio bibliografico, revisando para cada proteina: la literatura cientifica sobre su papel en
aspectos relacionados con la patogénesis y el desarrollo del cancery, particularmente, del cancer
de mamay el subtipo HER2+; las funciones celulares y bioldgicas conocidas, valorando su posible
papel como molécula de sefializacion extracelular, particularmente en un contexto de
microambiente tumoral; mecanismos de accion y receptores/proteinas de unién descritos; la
disponibilidad de inhibidores (o de anticuerpos neutralizantes) para su modulacién
farmacolégica, de ELISAS para su medicién analitica en sobrenadantes de lineas celulares, y de
anticuerpos para el andlisis de su expresién por IHQ; la literatura descrita sobre su papel en la
generacion de resistencia a terapias en cdncer vy, particularmente, en tumores de mama. En
ultima instancia, se seleccionaron seis proteinas: 14-3-37, CCL2, HMGB1, HSP90-a, PAI-1 y S100-
A11. Estas proteinas constituyeron el nucleo de moléculas candidatas a generar resistencia a TPD

en las lineas celulares de cancer de mama HER2+.

3. Valoracién del papel de las proteinas candidatas en la generacién de resistencia a TPD en

lineas de cancer de mama HER2+ y seleccidon de S100-A11 como proteina de estudio

Se evalud la contribucién individual de las seis proteinas candidatas en la generacidon de
resistencia a la terapia TPD mediante ensayos de proliferacién celular durante 5 dias con las
lineas BT-474 y EFM-192A. Las células se expusieron al tratamiento con TPD y a concentraciones
crecientes de una de las siguientes proteinas 14-3-37, CCL2, HMGB1, HSP90-a, PAI-1, S100-A11

recombinantes, comprendidas en un rango entre 1y 40 ng/ml.

3.1. La adicion exdgena de las proteinas candidatas modula la proliferacién celular de las

lineas celulares de cancer de mama HER2+ tratadas con TPD

La adicion de la proteina 14-3-3C recombinante (14-3-3Cr) en la linea BT-474 tratada con TPD
indujo un aumento en la proliferacion celular, especialmente con la concentraciéon de 20 ng/ml,
con la que se obtuvo el mayor incremento en la proliferacién, siendo estadisticamente
significativo (63,4 % vs 52,1 %, p-valor < 0,05) (Figura 15. A). En la linea EFM-192A tratada con
TPD se observd un incremento lineal en la proliferacidon tras la adicién de concentraciones

crecientes de la proteina recombinante 14-3-37. En este caso, todos los incrementos en la tasa
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proliferativa fueron estadisticamente significativos, destacando el mayor efecto obtenido con 40

ng/ml de 14-3-31r (69,8 % vs 52,5 %, p-valor < 0,001) (Figura 15. B).
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Figura 15. A, B. Efecto de la adicion exégena de la proteina 14-3-3{ recombinante, en un rango
de concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,
respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina

recombinante. 14-3-3(r: proteina 14-3-3 recombinante. (*): p-valor < 0,05; (**): p-valor < 0,01;
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(***): p-valor < 0,001; (n.s.): no significativo. Las barras de error representan el valor calculado

de la desviacion estdndar (n=6).

Todas las concentraciones de proteina CCL2 recombinante (CCL2r) que fueron incluidas en el
ensayo resultaron en un incremento de la proliferacién de las dos lineas tumorales tratadas con
TPD, siendo estadisticamente significativo en todos los casos (Figura 16. A, B). El mayor
incremento se observo con la adicion de 20 ng/ml de CCL2r (66,8 % vs 50,5 %, p-valor < 0,001,
en BT-474; 72,9 % vs 53,8 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A).
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Figura 16. A, B. Efecto de la adicion exdgena de la proteina CCL2 recombinante, en un rango de

concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,

respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15

ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina

recombinante. CCL2r: proteina CCL2 recombinante. (*): p-valor < 0,05; (***): p-valor < 0,001. Las

barras de error representan el valor calculado de la desviacion estdndar (n=6).

En los ensayos de proliferacién con la adicion exégena de HMGB1 recombinante (HMGB1r) se

observd en BT-474 un incremento en la tasa de proliferacion con la adicién de 10 ng/ml de
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HMGB1r en presencia de la terapia TPD (60,4 % vs 50,8 %, p-valor < 0,01) (Figura 17. A). La
proliferacion de las células EFM-192A tratadas con TPD incrementé de forma estadisticamente
significativa con una concentracién de HMGB1r de 20 ng/ml (63,1 % vs 52,5 %, p-valor < 0,05) y
40 ng/ml (63,9 % vs 52,5 %, p-valor < 0,01) (Figura 17. B).
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Figura 17. A, B. Efecto de la adicion exdgena de la proteina HMGBI1 recombinante, en un rango
de concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,
respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina

recombinante. HMIGB1r: proteina HMGBI1 recombinante. (*): p-valor < 0,05, (**): p-valor < 0,01;
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(***): p-valor < 0,001; (n.s.): no significativo. Las barras de error representan el valor calculado

de la desviacion estdndar (n=6).

La adicién de HSP90-a recombinante (HSP90-ar) resulté en una disminucion moderada de la
proliferacion celular de BT-474 tratada con TPD, siendo la concentracion de 1 ng/ml con la que
se observé un mayor efecto de disminucién (45,1 % vs 50,8 %, p-valor < 0,01) (Figura 18. A). En
contraste, la linea EFM-192A tratada con TPD mostré un aumento de la proliferacion
estadisticamente significativo tras la adicion exdgena de HSP90-ar entre 10 y 40 ng/ml, siendo

el dltimo el mas notable (69,4 % vs 53,2 %, p-valor < 0,05) (Figura 18. B).
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Figura 18. A, B. Efecto de la adicion exdgena de la proteina HSP90-a recombinante, en un rango
de concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,
respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina
recombinante. HSP90-ar: proteina HSP90-a recombinante. (*): p-valor < 0,05; (**): p-valor <
0,01; (***): p-valor < 0,001; (n.s.): no significativo. Las barras de error representan el valor

calculado de la desviacion estandar (n=6).
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Aunqgue la adicién exdgena de la proteina PAI-1 recombinante (PAI-1r) no revelé cambios

destacables en la proliferacién de BT-474 tratada con TPD, cabe mencionar un aumento
moderado en la proliferacion tras la adicién de 20 ng/ml de PAI-1r (55,4 % vs 48,0 %, p-valor <
0,05) (Figura 19. A). La exposicién de EFM-192A a esta misma concentracidn de PAI-1r indujo un
incremento en la proliferacion estadisticamente significativo en presencia de la terapia (58,2 %

vs 51,0 %, p-valor < 0,01) (Figura 19. B).
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Figura 19. A, B. Efecto de la adicion exdgena de la proteina PAI-1 recombinante, en un rango de

concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,
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respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina
recombinante. PAI-1r: proteina PAI-1 recombinante. (*): p-valor < 0,05; (**): p-valor < 0,01; (***):
p-valor < 0,001; (n.s.): no significativo. Las barras de error representan el valor calculado de la

desviacion estandar (n=6).

Por ultimo, en presencia de la terapia TPD, la exposicién de las dos lineas tumorales a las distintas
concentraciones de S100-A11 recombinante (S100-Al1r) resulté en un aumento de la
proliferacién celular, siendo estadisticamente significativo en todos los casos. En BT-474 se
alcanzo el maximo efecto con la adicion de 20 ng/ml de S100-A11r (66,4 % vs 49,5 %, p-valor <
0,001) (Figura 20. A). La linea EFM-192A mostré una respuesta similar, obteniéndose el mayor
incremento en la proliferacidon con la concentracion de 20 ng/ml (74,7 % vs 53,1 %, p-valor <

0,001) (Figura 20. B).
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Figura 20. A, B. Efecto de la adicion exdgena de la proteina S100-A11 recombinante, en un rango
de concentraciones entre 1 y 40 ng/ml, en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A,
respectivamente, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina
recombinante. S100-A11r: proteina S100-A11 recombinante. (*): p-valor < 0,05; (**): p-valor <

0,01; (***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacién

estandar (n=6).
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En términos generales, la adicion exdgena de la mayoria de las proteinas candidatas dio lugar, al
menos en una linea tumoral, a un incremento en la proliferacién celular, comprendido entre un

10y un 20 %, en presencia del tratamiento con TPD.

Con algunas proteinas, como HSP90-a, fue apreciable la diferencia en la respuesta obtenida
entre las dos lineas celulares empleadas. En contraste, en el caso de otras proteinas, como CCL2
y S100-Al11, destacd cierta homogeneidad en la respuesta de las dos lineas tumorales,
observandose un incremento en la proliferacién estadisticamente significativo con todas las
concentraciones de proteina recombinante ensayadas. Con estas dos proteinas candidatas,
ademds, se obtuvieron los valores mds altos, y con mayor significancia estadistica, en cuanto a
incremento en la tasa de proliferacién en presencia de terapia TPD, siendo en algunos casos de

cerca de un 20 %.

3.2. Seleccién de la proteina S100-A11 para el estudio de su papel en la resistencia adquirida

a TPD en cancer de mama HER2+

Dado que los valores mas altos en la tasa de proliferacion de las dos lineas estudiadas en
presencia de la terapia fueron obtenidos con la proteina S100-A11, se decidié seleccionar este
candidato. S100-A11 pertenece a una familia de proteinas que estd emergiendo como un grupo
de marcadores potencialmente relevantes en distintos tipos de tumor, debido a su funcién en la
regulacién de diversos procesos celulares que resultan clave para la progresién tumoral,
incluyendo su papel en el TME [169,243]. Su participacién en la modulacidn de la respuesta a
terapias hace que algunos trabajos sefialen el potencial de esta familia de proteinas como
factores predictivos de respuesta a terapia y como dianas para el desarrollo de estrategias
terapéuticas [171,195,211]. Sin embargo, existe una falta de conocimiento acerca de los
mecanismos moleculares que regulan sus funciones en cancer y, especificamente, su papel
extracelular en el microambiente tumoral. Los datos de proliferacién y el reto cientifico
condujeron a la decisidon de explorar el papel de S100-A11 en nuestro modelo de resistencia a la

terapia TPD en las lineas celulares de cancer de mama HER2+.

3.3. La determinacién de la concentracién de S100-A11 en el medio condicionado de CAF-
200 confirma una mayor secrecion de la proteina tras el tratamiento con TPD de los

fibroblastos

El analisis por espectrometria de masas del medio condicionado del fibroblasto CAF-200 ofrecid
una determinacion semicuantitativa de la abundancia de cada proteina secretada. Una vez

seleccionada S100-A11 como proteina de estudio, se determind su concentracion en el medio
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del fibroblasto mediante ELISA, a partir de alicuotas de los mismos extractos utilizados en la

espectrometria de masas. El resultado confirmd una abundancia relativa de mas del triple en el
caso del sobrenadante derivado de CAF-200 tratado con TPD (aunque la diferencia no fue tan
acusada como en la determinacion original por LC-MS/MS, probablemente debido a la
degradacidn de las muestras por la congelacidn/descongelacion y el tiempo transcurrido), con
una concentracion de 1853 pg/ml frente a 570 pg/ml en el sobrenadante control, derivado de

fibroblastos sin tratamiento (p-valor < 0,001) (Figura 21).
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Figura 21. Validacion de los niveles de proteina S100-A11 en pg/ml en el medio condicionado
derivado de CAF-200 tras el tratamiento con TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/mi;
docetaxel 0,5 nM), determinados mediante ELISA. MC[CAF-200]: medio condicionado de CAF-
200. (***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion

estdndar (n=3).

4. Estudio del papel de la proteina S100-A11 en la resistencia adquirida a la terapia TPD en lineas

celulares de cancer de mama HER2+

4.1. La adicidon exdgena de S100-Al11 incrementa la fosforilacion de STAT3 en lineas

tumorales HER2+

En base al efecto observado previamente en la proliferacién de las lineas tumorales HER2+ tras
la adicion exégena de S100-A11 recombinante (S100-A11r) (Figura 20. A, B), se analizaron por
western blot sus niveles de expresidn y fosforilacién de STAT3, ERK y AKT, en respuesta a la terapia
TPD y a concentraciones crecientes de la proteina S100-Allr (Figura 22. A, B). Inicialmente,

destacd el incremento en la fosforilacion de STAT3 tras la exposicidn a concentraciones crecientes
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de S100-Al1lr, en ausencia y presencia del tratamiento con TPD, en las dos lineas tumorales. La
adicidn de S100-A11r 20 ng/ml causé en BT-474 un incremento de p-STAT3 de mas del triple,
incluso en presencia del tratamiento (3,48 vs 1,26) (Figura 22. A). El efecto del TPD en EFM-192
indujo una disminucidn en p-STAT3 (0,18 vs 1,00) que fue revertida con la adicién de S100-A11

exogena 20 ng/ml, alcanzando niveles por encima del control (1,79 vs 0,18) (Figura 22. B).
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Figura 22. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de las formas
fosforiladas y totales de las proteinas STAT3, AKT y ERK. Se analizé el efecto de la adicion exdgena
de S100-A11 recombinante en un rango de concentraciones entre 1y 40 ng/ml, durante 6 horas,

en ausencia y presencia del tratamiento con TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/mi;
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docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). C: control sin proteina recombinante. S100-A11r:
proteina S100-A11 recombinante. Los niveles de abundancia relativa de la regulacion positiva o
negativa de las proteinas se determinaron mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes,
normalizandolos con el control de carga S-actina y con el respectivo control sin tratamiento. Se

muestran imdgenes representativas para n=3.

Se observd la modulacidn en la fosforilacion de AKT en algunas de las condiciones
experimentales ensayadas. La adicion de S100-A11r entre 10 y 40 ng/ml indujo en BT-474 un
incremento moderado de p-AKT (Thr308) en presencia de la terapia TPD (0,49 vs 0,12 en el caso
de 40 ng/ml); sin embargo, continué predominando el efecto del tratamiento con TPD en la
desfosforilacién de AKT en este residuo (Figura 22. A). Por el contrario, con la concentracién de
20 ng/ml de S100-A11r se observd la disminucion de la fosforilacion del residuo Thr308 de AKT
en EFM-192A respecto al control sin tratamiento (0,49 vs 1,00) (Figura 22. B). La fosforilacion de
Ser473 de AKT aumentd en las dos lineas con $S100-A11r 20 ng/ml. En el caso de EFM-192A se

mantuvo un incremento aun en presencia de TPD (1,29 vs 0,99) (Figura 22. B).

La disminucidn en p-ERK producida por efecto del tratamiento con TPD se revirtié en BT-474 con
la adicién de S100-A11r 1 ng/ml (0,95 vs 0,55) (Figura 22. A). El efecto de S100-A11r en EFM-
192A se asocio a una menor fosforilacion de ERK, destacando la disminucion mas acentuada con

20 ng/ml en la condicién control sin TPD (0,66 vs 1,00) (Figura 22. B).

4.2. El silenciamiento génico de S100A11 en CAF-200 modifica el efecto del medio
condicionado derivado de los fibroblastos en la respuesta a TPD de las lineas tumorales

HER2+

Tras los resultados observados por efecto de la adicion exdégena de S100-Al11 en las lineas
tumorales HER2+, se abordd una estrategia de pérdida de funcién de la proteina de estudio. Para
ello, se realizé el silenciamiento del gen S100A11 en CAF-200, generando posteriormente medio
condicionado con niveles reducidos de proteina S100-A11. Se evalud el efecto de este medio
condicionado derivado de fibroblastos con silenciamiento de S100A11 en la respuesta a TPD, en
comparacién con el medio condicionado derivado de fibroblastos control, a nivel celular y

molecular, en las lineas tumorales BT-474 y EFM-192A.

Inicialmente se evalué la eficiencia del silenciamiento génico mediante qPCR y ELISA (Figura 23.
A, B). El andlisis por gPCR demostrd que 72 horas después del silenciamiento los fibroblastos
CAF-200 presentaban una disminucién significativa en los niveles de ARNm de S100-A11 (2,9 %

vs 100 %, p-valor < 0,001). El andlisis tras 10 dias desde el silenciamiento evidencié que la
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disminucién del ARNm se mantenia, aunque en menor grado (52,7 % vs 100 %, p-valor < 0,001)

(Figura 23. A).

La determinacion por ELISA revelé también una reduccidon de los niveles de proteina S100-A11
en el medio condicionado derivado del fibroblasto con silenciamiento, confirmando una menor
secrecién de la proteina en este medio. La disminucidn detectada fue de aproximadamente la
mitad, pasadas 72 horas tras el silenciamiento (54,5 % vs 100 %, p-valor < 0,001) y 10 dias
después (47,9 % vs 100 %, p-valor < 0,001) (Figura 23. B).
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Figura 23. A. Niveles relativos de ARNm de S100A11 determinados mediante qPCR en 72 horas
y 10 dias posteriores al silenciamiento génico de S100A11 en fibroblastos CAF-200. B. Niveles
relativos de proteina S100-A11 en el medio condicionado de CAF-200, determinados mediante
ELISA, en las condiciones indicadas. MC[CAF-200]: medio condicionado de CAF-200. SiS100A11:
silenciamiento génico de S100A11. (***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el valor

calculado de la desviacion estandar (n=4).

4.2.1. El silenciamiento génico de S100A11 en CAF-200 disminuye la resistencia

adquirida a la terapia TPD en lineas tumorales HER2+

El efecto del medio condicionado de CAF-200 en la generacién de resistencia a la terapia TPD
que habia sido previamente observado en las lineas tumorales HER2+ se vio reducido cuando las
células fueron expuestas al medio condicionado de CAF-200 con silenciamiento de S100A11,
observandose una disminucién en la proliferacidn estadisticamente significativa en ambas lineas
(62,0 % vs 77,5 %, p-valor < 0,01, en BT-484; 62,1 % vs 83,5 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A)
(Figura 24. A, B). Este resultado confirmd que la proteina S100-A11 secretada por CAF-200
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contribuye en parte a la adquisicién de resistencia a la terapia TPD generada con el medio

condicionado del fibroblasto.

A BT-474
120 -
I EX X3 " EX X3 " k% .
& 100 1
o
>
B
L 80 A
g
(%]
T
S 60 - T
3 _
(V]
T 40 A
o
£
S 20 4
=
0 n T T T T T 1
TPD - + - + - +
Control MC[CAF-200] MC[CAF-200]
SiC SiS100A11
B EFM-192A
120 -~
| %k k. e %k %k ’ %k %k .
= 100 4
o
>
'J__, T
o 80 o -
v
wv
T
S 60 - T
3 a
()
el 40 -
o
£
S 20 A
=
O I T T T T T 1
TPD - + - + - +
Control MC[CAF-200] MC[CAF-200]
SiC SiS100A11

Figura 24. A, B. Efecto del medio condicionado de CAF-200 obtenido tras el silenciamiento génico
de S100A11 en fibroblastos CAF-200, en la proliferacion de BT-474 y EFM-192A, respectivamente,
durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia con TPD (trastuzumab 15 ug/mi;
pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). MC[CAF-200]: medio
condicionado de CAF-200. SiC: silenciamiento control. SiS100A11: silenciamiento génico de
S100A11. (**): p-valor < 0,01; (***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el valor

calculado de la desviacion estandar (n=4).
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4.2.2. El silenciamiento génico de S100A11 de CAF-200 reduce la fosforilacién de STAT3

en lineas tumorales HER2+

Para ahondar en mecanismos moleculares de resistencia asociados especificamente a S100-A11,
dentro del secretoma de CAF-200, se empled el medio condicionado de CAF-200 tras su
silenciamiento génico y se analizd su efecto en la fosforilacién de STAT3, AKT y ERK en las lineas

tumorales BT-474 y EFM-192A.

De acuerdo con los resultados mostrados previamente (Figura 9), se observd de nuevo un
incremento en p-STAT3 y p-ERK tras la adicién de medio condicionado sin silenciamiento génico,
en presencia de la terapia TPD (Figura 25. A, B). Sin embargo, el silenciamiento de S100A11 en
CAF-200 resultd en la modulacién del efecto del medio condicionado en la fosforilacion de STAT3,
reduciendo parcialmente los niveles incluso en presencia de TPD (2,19 vs 3,66 en BT-474; 1,36
vs 2,39 en EFM-192A (Figura 25. A, B). No se observaron modificaciones destacables en los
niveles de p-ERK y p-AKT cuando se comparé el efecto del medio condicionado derivado de CAF-

200 silenciado frente al efecto del fibroblasto control.
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Figura 25. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de las formas
fosforiladas y totales de las proteinas STAT3, AKT y ERK. Se analizé el efecto del medio
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condicionado de CAF-200 obtenido tras el silenciamiento génico de S100A11 en el fibroblasto,

durante 6 horas, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab
20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). MC[CAF-200]: medio condicionado de CAF-
200. SiC: silenciamiento control. SiS100A11: silenciamiento génico de S100A11. Los niveles de
abundancia relativa de la regulacion positiva o negativa de las proteinas se determinaron
mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes, normalizdndolos con el control de carga -
actina y con el respectivo control sin tratamiento. Se muestran imdgenes representativas para

n=3.

Estos resultados, de acuerdo con los hallazgos obtenidos previamente con la adicidn de proteina
S$100-A11 recombinante (Figura 22. A, B), apuntaron a la fosforilacién de STAT3 como uno de los
eventos de sefializacion desencadenados por S100-A11, sugiriendo la activacion de la via de
sefalizacién de STAT3 como posible mecanismo asociado a la resistencia generada por la

proteina S100-A11.

5. Reversion farmacoldgica de la resistencia adquirida a la terapia TPD en lineas celulares de

cancer de mama HER2+

Dado que la hipdtesis de este trabajo se iba focalizando en el eje $100-A11/STAT3, se empled un
compuesto inhibidor de STAT3 para analizar su implicaciéon en el mecanismo molecular asociado
a la proteina S100-A11, evaluando la capacidad del inhibidor para revertir la resistencia a TPD
inducida por S100-A11 en las lineas tumorales. Ademas, para inferir el papel de AGER como
receptor de S100-A11 en el modelo de resistencia generado, se valoré también la funcion de un

antagonista del receptor, azeliragon, en la reversion de la resistencia a la terapia TPD.

5.1. La inhibicidon de STAT3 con stattic revierte la resistencia a la terapia TPD inducida por

S$100-A11 en lineas tumorales HER2+

Uno de los compuestos descritos en la literatura para la inhibicidn de la actividad de STAT3 es
stattic. Se trata de una molécula pequefa que inhibe de forma selectiva la fosforilacién de STAT3,
bloqueando su activacion y traslocacién al nucleo. Su uso ha sido extendido a lineas celulares y
modelos animales [244], incluyendo modelos experimentales de cancer de mama [245,246].
Segun la informaciéon recogida en The Human Protein Atlas, las lineas BT-474 y EFM-192A
presentan un nivel de expresién medio de STAT3, en comparacién con los niveles de un panel de
62 lineas celulares de cancer de mama determinados en esta base de datos

(https://www.proteinatlas.org/). Se comprobd el efecto de stattic en BT-474 y EFM-192A,
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analizando por western blot el estado de fosforilacién de STAT3 tras el tratamiento durante 6

horas con concentraciones del inhibidor seleccionadas en base a la literatura [246,247].

El andlisis por western blot mostré la reduccidén de p-STAT3 tras el tratamiento con stattic en las
lineas de cdncer de mama HER2+, observandose el mayor efecto con la concentracién de 20 uM

(0,22 vs 1,00 en BT-474; 0,29 vs 1,00 en EFM-192A) (Figura 26. A, B).
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Stattic (uM) C 10 20 Stattic (uM)  C 10 20
-STAT3 R p W
s S R | p-STAT3 | .
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Figura 26. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de p-STAT3 y
STAT3 tras el tratamiento con stattic 10 y 20 uM, durante 6 horas. C: control sin tratamiento. Los
niveles de abundancia relativa de las proteinas se determinaron mediante el andlisis
densitométrico de las imdgenes, normalizdndolos con el control de carga [-actina y con el

respectivo control sin tratamiento. Se muestran imdgenes representativas para n=2.

Posteriormente, las curvas de proliferacién celular en respuesta a concentraciones crecientes de
stattic demostraron un efecto inhibidor en las dos lineas celulares, siendo BT-474 la que
manifestd una mayor sensibilidad en comparacidon con EFM-192A (Figura 27. A, B). Tras el analisis
de regresidn no lineal de las curvas de proliferacion se determiné el valor de IC50 de BT-474 (1,95

UM) y EFM-192A (5,59 pM).
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Figura 27. A, B. Efecto del tratamiento con stattic en concentraciones crecientes durante 5 dias
en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A, respectivamente. Se ensayaron
concentraciones de stattic comprendidas en un rango de 1 a 100 uM, representadas en escala
logaritmica en el eje de abscisas. La linea continua representa la curva del modelo de ajuste no

lineal. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estandar (n=3).

Para trabajar con una concentracién que ofreciera el minimo efecto en la proliferacién basal de
las lineas celulares se selecciond una concentracién equivalente al valor de IC10, siendo de 0,92

UM en BT-474 y 2,05 uM en EFM-192A. Se empled, respectivamente, 1 uM y 2 uM.

Se evalud el efecto de stattic en la resistencia a la terapia TPD generada por el medio
condicionado de CAF-200 y por la proteina exdgena S100-Allr. Los ensayos de proliferacion se
llevaron a cabo en ausencia y presencia de la terapia TPD durante 5 dias (Figura 28. A, B). Las
células tumorales incubadas con el medio condicionado de CAF-200 disminuyeron la
proliferacion celular de manera significativa tras la adicién de stattic (66,8 % vs 99,2 %, p-valor <
0,001, en BT-474; 79,7 % vs 101,3 %, p-valor < 0,01, en EFM-192A). La proliferacion se redujo
también en presencia del medio condicionado y de la terapia TPD tras la adicién del inhibidor
(50,1 % vs 74,3 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 60,5 % vs 86,9 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A)
(Figura 28. A, B).
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Figura 28. A, B. Efecto del tratamiento con stattic 1y 2 uM en la proliferacion celular de BT-474
y EFM-192A, respectivamente, en presencia de medio condicionado de CAF-200 o de S100-A11

exégena 20 ng/ml, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
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ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). MC[CAF-200]: medio

condicionado de CAF-200. S100-A11r: proteina S100-A11 recombinante. (**): p-valor < 0,01;
(***): p-valor < 0,001. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion

estandar (n=4).

El analisis de la proliferacién en condiciones de cultivo con S100-A11r demostrd una disminucion
significativa tras la adicion de stattic (79,2 % vs 100,7 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 78,2 % vs
98,4 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A), observandose incluso en presencia del tratamiento con
TPD (50,5 % vs 65,8 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 52,8 % vs 75,2 %, p-valor < 0,01, en EFM-192A)
(Figura 28. A, B).

Dado que la inhibicidon farmacoldgica de STAT3 demostré reducir la resistencia a la terapia TPD
generada por la proteina S100-A11 exdgena (también por el medio condicionado), los datos
indicaron la contribucion de STAT3 en el mecanismo de resistencia generado por S100-A11 en

las lineas de cancer de mama HER2+.

5.2. El tratamiento con azeliragon, un inhibidor del receptor AGER, revierte la resistencia a

la terapia TPD inducida por S100-A11 en lineas tumorales HER2+

Azeliragon (TTP488) es un antagonista del receptor AGER, cuyo mecanismo de accién se basa en
el bloqueo de la unién de ligandos y de la consecuente activacion y transduccién de sefial.
Actualmente se esta evaluando su uso en combinacidén con otras terapias en ensayos clinicos en
glioblastoma y en pacientes con metastasis cerebral [211]. Diversos trabajos lo han empleado en
modelos celulares, demostrando inhibir la funcidon de la proteina S100-A11 secretada por
macrdfagos [248], asi como la proliferacién celular y metastasis en modelos celulares y animales

de cancer de mama TN [209,210].

Para valorar el papel de AGER en el mecanismo asociado a S100-A11 en nuestro modelo de
resistencia a TPD, inicialmente se confirmd por western blot la expresién de AGER en BT-474 y
EFM-192A, utilizando como control positivo las lineas celulares Jurkat y MCF-7, con niveles de
expresion del receptor conocidos (https://www.proteinatlas.org/). En todos los lisados se
detectd una banda correspondiente al peso molecular esperado del receptor, de 45 kDa. Por lo

tanto, ambas lineas celulares mostraron ser positivas para la expresion de AGER (Figura 29).
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Figura 29. Andlisis por western blot de AGER en lisados de BT-474 y EFM-192, utilizando como
controles positivos lisados de células Jurkat y MCF-7. Los niveles de abundancia relativa de las
proteinas se determinaron mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes, normalizdndolos

con el control de carga p-actina y respecto a los niveles de Jurkat. Se muestran imdgenes

representativas para n=2.

Para determinar la IC10 de azeliragon en cada linea tumoral, se obtuvieron curvas de
proliferaciéon en respuesta al farmaco en un rango de concentraciones entre 1 y 100 uM,
seleccionado en base a la literatura [210,248]. Las dos lineas mostraron sensibilidad al farmaco
y, aunque la respuesta fue similar con las concentraciones mds bajas, EFM-192A mostré una
mayor sensibilidad a partir de concentraciones intermedias (Figura 30. A, B). El valor de IC50
obtenido fue de 5,35 uM en BT-474 y de 2,48 pM en EFM-192A. Los valores de IC10 calculados
para BT-474 y EFM-192A fueron, respectivamente, de 1,15 uM y 0,94 uM, seleccionando 1 uM

como concentracidn de trabajo para ambas lineas celulares.
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Figura 30. A, B. Efecto del tratamiento con azeliragon en concentraciones crecientes durante 5
dias en la proliferacion celular de BT-474 y EFM-192A, respectivamente. Se ensayaron
concentraciones de azeliragon comprendidas en un rango de 1 a 100 uM, representadas en

escala logaritmica en el eje de abscisas. La linea continua representa la curva del modelo de
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ajuste no lineal. Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estandar

(n=3).

En los ensayos de proliferacién con BT-474 y EFM-192A, en condiciones basales y en presencia
de TPD no se observaron cambios en la proliferacidn de las lineas tumorales tras el tratamiento
con azeliragon. Sin embargo, si se hallaron diferencias cuando se afadio azeliragon a las células
incubadas en medio condicionado de CAF-200, ocasionando una reduccion estadisticamente
significativa en su proliferacién (75,0 % vs 98,8 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 76,6 % vs 101,0 %,
p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura 31. A, B). Este efecto producido por el farmaco fue
observado también en presencia de la terapia TPD (55,0 % vs 71,7 %, p-valor < 0,001, en BT-474;
59,9 % vs 90,1 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura 31. A, B).
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Figura 31. A, B. Efecto del tratamiento con azeliragon 1 uM en la proliferacion celular de BT-474
y EFM-192A, respectivamente, en presencia de medio condicionado de CAF-200 o de S100-A11

exégena 20 ng/ml, durante 5 dias, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15
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ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). MC[CAF-200]: medio

condicionado de CAF-200. S100-A11r: proteina S100-A11 recombinante. (***): p-valor < 0,001.

Las barras de error representan el valor calculado de la desviacion estdndar (n=4).

Finalmente, el tratamiento con azeliragon demostro reducir la proliferacion de las células cuando
se cultivaron con la proteina S100-A11r (74,3 % vs 98,9 %, p-valor < 0,001, en BT-474; 83,2 % vs
102,9 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura 31. A, B). La adicidn del farmaco tuvo también
este efecto en presencia de TPD, disminuyendo de manera estadisticamente significativa la
resistencia a la terapia TPD inducida por S100-A11r (42,1 % vs 63,0 %, p-valor < 0,001, en BT-474;
47,8 % vs 74,1 %, p-valor < 0,001, en EFM-192A) (Figura 31. A, B).

Estos resultados indicaron un papel clave de AGER en el mecanismo molecular asociado a la
resistencia inducida por S100-A11 extracelular en BT-474 y EFM-192A, ya que su inhibicidn
farmacolégica reduce la resistencia generada por la proteina. Los datos también reflejaron la
contribucion de AGER en el mecanismo asociado a la resistencia generada por el secretoma de

CAF-200 en las lineas HER2+ estudiadas.

5.3. El tratamiento con azeliragon modula la sefializacidn intracelular desencadenada por

$100-A11, disminuyendo la fosforilacidon de STAT3 en lineas tumorales HER2+

Dado el presunto papel de AGER como receptor de S100-A11 en el modelo de resistencia a TPD
y la regulacion de p-STAT3 como uno de los eventos de sefializacidn intracelular del mecanismo
molecular asociado a la proteina S100-A11, se analizé el efecto de la inhibicion de AGER en la
modulacién de la fosforilacion de STAT3 en las lineas tumorales. Se analizaron los niveles de p-
STAT3 de BT-474 y EFM-192A en respuesta al tratamiento con azeliragon, incubadas con medio
condicionado de CAF-200 o con S100-A11r, en ausencia y presencia de la terapia TPD (Figura 32.
A, B). Para este ensayo se empled una concentracion de azeliragon de 20 UM, mayor en un orden

de magnitud respecto a la concentracidn empleada en los ensayos de proliferacién.

Inicialmente, se observé el efecto de azeliragon en p-STAT3 en las células cultivadas en medio
condicionado de CAF-200 y tratadas con TPD, disminuyendo su fosforilacién (0,67 vs 1,00 en BT-
474;0,66vs 1,00 en EFM-192A) (Figura 32. A, B). En condiciones de cultivo con S100-A11r, ambas
lineas tratadas con TPD demostraron también una reduccién en la fosforilacion de STAT3 (0,53
vs 1,00 en BT-474; 0,62 vs 1,00 en EFM-192A) (Figura 32. A, B). Las células cultivadas en

condiciones basales no mostraron regulacion de p-STAT3 tras el tratamiento con azeliragon.
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Figura 32. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de p-STAT3 y
STAT3. Se analizé el efecto del tratamiento con azeliragon 20 uM, durante 6 horas, en las células
incubadas con medio condicionado de CAF-200 o S100-A11 exdgena 20 ng/ml, en ausencia y
presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15 ug/ml; pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5y 1 nM,
respectivamente). MC[CAF-200]: medio condicionado de CAF-200. S100-A11r: proteina S100-A11
recombinante. Los niveles de abundancia relativa de la regulacion positiva o negativa de las
proteinas se determinaron mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes, normalizdndolos
con el control de carga f-actina y con el respectivo control sin tratamiento. Se muestran imdgenes

representativas para n=3.

La disminucion de p-STAT3 observada tras el bloqueo de AGER en presencia de S100-Al1l
exdgena evidencid la participacion de AGER en la transmisién de la sefializacién mediada por
S$100-A11 en las lineas de cancer de mama HER2+. Por otro lado, la disminucién de p-STAT3 por

efecto del tratamiento se detectd en células incubadas con $S100-A11 y no en condiciones
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basales, sugiriendo de nuevo la regulacién positiva de p-STAT3 producida por la S100-Al11l

exdgena. Estos hallazgos fueron también observados con el medio condicionado de CAF-200,
sugiriendo por lo tanto el eje AGER/p-STAT3 como uno de los posibles mecanismos de resistencia

asociados al secretoma del fibroblasto CAF-200.

Dado que los datos acotaron la hipdtesis de trabajo en el eje $100-A11/AGER/p-STAT3, se analizo
si el bloqueo de S100-A11/AGER con azeliragon podia modular también la sefializacidn
intracelular mediada por ERK o AKT. En contraste con lo observado previamente respecto a p-
STAT3, el tratamiento con azeliragon no resultd en la modulacién negativa de ERK o AKT en las
células incubadas con S100-A11r o medio condicionado de CAF-200 (Figura 33. A, B), a excepcion
de una disminucion de p-ERK observada especificamente en la linea BT-474 incubada con S100-

Al1ly sin terapia TPD (0,73 vs 1,00).
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Figura 33. A, B. Andlisis por western blot en BT-474 y EFM-192A, respectivamente, de las formas
fosforiladas y totales de AKT y ERK. Se analizo el efecto del tratamiento con azeliragon 20 uM,
durante 6 horas, en las células incubadas con medio condicionado de CAF-200 o S100-A11
exégena 20 ng/ml, en ausencia y presencia de la terapia TPD (trastuzumab 15 ug/mi;
pertuzumab 20 ug/ml; docetaxel 0,5 y 1 nM, respectivamente). MC[CAF-200]: medio
condicionado de CAF-200. S100-Allr: proteina S100-Al11 recombinante. Los niveles de

abundancia relativa de la regulacion positiva o negativa de las proteinas se determinaron
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mediante el andlisis densitométrico de las imdgenes, normalizdndolos con el control de carga f5-

actina y con el respectivo control sin tratamiento. Se muestran imdgenes representativas para

n=2.

Adicionalmente, se detecté un aumento de p-ERK tras el tratamiento con azeliragon en las
células tumorales incubadas con el medio condicionado de CAF-200 (1,44 vs 1,00 en BT-474; 1,30
vs 1,00 en EFM-192A), asi como en BT-474 incubada con la proteina S100-A11 exdgena y la
terapia TPD (1,31 vs 1,00) (Figura 33. A, B).

Estos resultados permitieron caracterizar el efecto molecular de azeliragon en el modelo de
resistencia generado con S100-A11 exdgena y con el medio condicionado de CAF-200 en las
lineas de cancer de mama HER2+ BT-474 y EFM-192A, sugiriendo el eje de sefializacion S100-
A11/AGER/p-STAT3 como potencial mecanismo molecular implicado en la resistencia a la terapia

TPD en estas lineas celulares.

6. Significado clinico de la expresién de S100-A11 en los CAF y de p-STAT3 en células tumorales
en la respuesta a la terapia anti-HER2 neoadyuvante en cancer de mama precoz HER2+

humano

El papel de la proteina S100-A11 derivada de los CAF en la resistencia adquirida a la terapia anti-
HER2 en combinacién con docetaxel, observado en el modelo in vitro de este estudio, se explord
en una cohorte de pacientes diagnosticadas de cancer de mama precoz HER2+, tratadas con
trastuzumab mas pertuzumab mas taxanos en esquema de neoadyuvancia. Con este obijetivo,
mediante IHQ en muestras de FFPE, se valord la tincion de S100-Al11l en el estroma,
particularmente en los CAF, y de p-STAT3 en las células tumorales, evaluando la prevalencia y el

significado clinico de su expresidon en biopsias diagndsticas previas al tratamiento neoadyuvante.

6.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte

En la cohorte se incluyeron 77 muestras tumorales procedentes de pacientes diagnosticadas de
cancer de mama precoz HER2+, previas al inicio del tratamiento neoadyuvante con trastuzumab
y pertuzumab mas quimioterapia. La serie de casos presentd una mediana de edad de 53 afios
(rango de edad 28-87 aiios) y una media de seguimiento de 4,58 afios, cuyos datos demograficos

se encuentran recogidos en la Tabla 7.
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Baja expresion S100-A11

Alta expresion S100-A11

Baja expresion p-STAT3

Alta expresion p-STAT3

N.2 de casos % (n=43; 55,8 %) (n=34;44,2 %) o8 (n=21;27,3 %) (n=56;72,7 %) %2 p
(n=77)
N.2 de casos % N.2 de casos % N.2 de casos % N.2 de casos %

Edad (mediana, rango) 53 (28-87)

Estado hormonal
Premenopausica 29 37,7 16 37,2 13 38,2 0,926 7 33,3 22 39,3 0,631
Postmenopausica 48 62,3 27 62,8 21 61,8 14 66,7 34 60,7

Historia familiar
No 50 64,9 26 60,5 24 70,6 0,355 12 57,1 38 67,9 0,380
Si 27 35,1 17 39,5 10 29,4 g 42,9 18 32,1

Tipo morfolégico
NOS 69 89,6 41 95,3 28 82,4 0,097 20 95,2 49 85,7 0,507
cu 5 6,5 2 4,7 3 8,8 1 4,8 4 71
Otros 3 3,9 0 0 3 8,8 0 0,0 3 54

Grado histolégico

(Scarff-Bloom-Richardson)
1} 23 29,9 14 32,6 9 26,5 0,562 4 19,0 19 33,9 0,204
m 54 70,1 29 67,4 25 73,5 17 81,0 37 66,1

Estado ER
Negativo 27 35,1 19 44,2 8 23,5 0,059 11 52,4 16 28,6 0,051
Positivo 50 64,9 24 55,8 26 76,5 10 47,6 40 71,4

Estado PR
Negativo 46 59,7 31 72,1 15 44,1 0,013 15 71,4 31 55,4 0,200
Positivo 31 40,3 12 27,9 19 55,9 6 28,6 25 44,6

Ki-67
<20% 10 13,0 4 9,3 6 17,6 0,358 3 14,3 7 12,5 0,232
220% 67 87,0 39 90,7 28 82,4 18 85,7 49 87,5

(Tabla 7. Continta en la siguiente pdgina)
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Baja expresion S100-A11 Alta expresion S100-A11 Baja expresion p-STAT3 Alta expresion p-STAT3
N.2 de casos % (n = 43; 55,8 %) (n =34; 44,2 %) ¥ p (n=21;27,3%) (n =56; 72,7 %) 2 p
(n=77)
N.2 de casos % N.2 de casos % N.2 de casos % N.2 de casos %
(Tabla 7. Continua de la pdgina anterior)
T
1 2 2,6 1 2,3 1 2,9 0,568 0 0,0 2 3,6 0,199
2 56 72,7 30 69,8 26 76,5 14 66,7 42 75,0
3 12 15,6 6 14,0 6 17,6 3 14,3 9 16,1
4 6 7,8 5 11,6 1 2,9 4 19,0 2 3,6
Desconocido 1 1,3 1 2,3 0 0,0 0 0,0 1 1,8
N
0 38 49,4 20 46,5 18 52,9 0,492 10 47,6 28 50,0 0,830
1 37 48,1 22 51,2 15 44,1 11 52,4 26 46,4
2 1 1,3 1 2,3 0 0,0 0 0,0 1 1,8
3 1 1,3 0 0,0 1 2,9 0 0,0 1 1,8

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes de cdncer de mama precoz HER2+ en tratamiento con terapia anti-HER2 mds quimioterapia en
esquema de neoadyuvancia, y distribucion de los casos en funcion de la expresion de S100-A11 en CAF y de p-STAT3 en células tumorales en relacion con las
caracteristicas clinico-patoldgicas. Se muestra la distribucion del numero de casos y el porcentaje para cada categoria. Carcinoma NOS: carcinoma ductal

infiltrante de tipo no especial. CLI: carcinoma lobulillar infiltrante. ER: receptor de estrégenos. PR: receptor de progesterona. T y N: tumor y nodo,

respectivamente (sistema de estadificacion TNM).
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La mayoria de los casos de la serie fueron carcinoma infiltrante de tipo NOS (89,6 %), todos con
grado histoldgico Il y Ill, segun el grado de Scarff-Bloom-Richardson. El 62,3 % de las pacientes
fueron postmenopausicas, y el 35,1 % tenia antecedentes familiares. Un 64,9 % de los casos
presentd expresién para ER, el 40,3 % para PR, con un indice de proliferacién Ki-67 alto (mayor

o igual al 20 %) en el 87,0 % de los tumores (Tabla 7).

6.2. ldentificacién de la expresion y distribucidén celular y subcelular de S100-A11 y de p-

STAT3 en muestras de cdncer de mama precoz HER2+ humano

En las secciones de tejido de los casos estudiados se observé la expresién de S100-A11, tanto a
nivel estromal como tumoral. En el componente estromal se detectd expresion en fibroblastos
asociados al tumor, tanto a nivel citoplasmatico como nuclear, mostrando una distribucién
parcheada, de intensidad mayoritariamente moderada. Ademads, se detectd expresién de S100-
A1l en algunas células inmunes mononucleares (principalmente linfocitos y macréfagos) y
células endoteliales de ese estroma. En cuanto a las células tumorales, se observé un patrén de
tincién de S100-A11 en general difuso, con una intensidad de expresidn entre leve y fuerte. La
deteccidn en estas células fue predominantemente citoplasmatica y, ocasionalmente, también

nuclear (Figura 34. A-D).
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Figura 34. Imdgenes representativas de la deteccion de S100-A11 (1:10000) mediante IHQ a
partir de secciones de muestras FFPE de tumores de mama HER2+. A. Tincion leve y parcheada
de S100-A11 en fibroblastos estromales y en células tumorales. B. Tincion de S100-A11 positiva
de intensidad moderada en fibroblastos estromales con tincion negativa en células tumorales. C.
Tincion de S100-A11 difusa y de intensidad variable en células tumorales con tincion negativa en
fibroblastos estromales. D. Tincion positiva de S100-A11, difusa en células tumorales y parcheada
en fibroblastos estromales, de intensidad variable. Tincion con DAB; contratincion con

hematoxilina (imdgenes 200x).

La expresion de p-STAT3 se observd de forma nuclear en células tumorales, con un patrén de
tincién heterogénea, parcheada en la lesion, y de intensidad entre leve y fuerte. Acompainando
a esa expresion nuclear se identificaba una tincién citoplasmatica leve en las mismas células. En
el componente estromal se halld tincidn a nivel nuclear, principalmente en linfocitos, y
ocasionalmente en células endoteliales y en algunas células inmunes mononucleadas (Figura 35.

A, B).
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Figura 35. Imdgenes representativas de la deteccion de p-STAT3 (1:200) mediante IHQ a partir
de secciones de muestras FFPE de tumores de mama HER2+. A. Tincidn negativa de p-STAT3 en
células tumorales. B. Tincion de p-STAT3 positiva parcheada y de intensidad moderada en células

tumorales. Tincion con DAB; contratincion con hematoxilina (imdgenes 200x).

6.3. Definicion de la sobreexpresion de S100-Al1l en los CAF y de p-STAT3 en células

tumorales

Para determinar el punto de corte que definiria la sobreexpresién de S100-A11 en los CAF y de
p-STAT3 en células tumorales en la cohorte de estudio, a partir de los datos de H-score se realizd
un analisis de curva ROC basado en la identificacién de pacientes con enfermedad residual tras
el tratamiento neoadyuvante (Figura 36. A, B). El punto de corte seleccionado que determinaria
una alta expresion de S100-A11 en los CAF fue un valor de H-score superior o igual a 82, con una
sensibilidad del 75,7 % y una especificidad del 72,5 %. En el caso de p-STAT3 en las células
tumorales, se determiné como punto de corte un valor de H-score superior o igual a 11, con una
sensibilidad y especificidad del 83,8 %y 32,5 %, respectivamente. El cdlculo del area bajo la curva
(AUC) para cada proteina definié un modelo de clasificacion con un rendimiento moderado en
el caso de $100-A11 (AUC = 0,680), y un clasificador de prediccién débil o aleatoria en el caso de
p-STAT3 (AUC = 0,513).
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Figura 36. A, B. Representacion de curva ROC para la determinacion del punto de corte que define
la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a cdncer) y de p-STAT3 en
células tumorales, respectivamente. De acuerdo con el andlisis de la curva ROC, basado en la
identificacion de casos con enfermedad residual tras el tratamiento neoadyuvante, el valor de H-
score establecido como punto de corte fue de > 82 (75,7 % de sensibilidad y 72,5 % de
especificidad) para la sobreexpresion de S100-A11, y de > 11 (83,8 % de sensibilidad y 32,5 % de
especificidad) para la sobreexpresion de p-STAT3.

A partir de la determinacion del valor de H-score en todos los casos de la cohorte, se valord la
distribucion de estos en funcién del punto de corte establecido para cada proteina (Figura 37. A,
B). Un 55,8 % de los casos (43/77) presentd baja expresidon de S100-A11 en los CAF, mientras que
el 44,2 % de los casos (34/77) mostrd niveles altos de expresion. En el caso de p-STAT3 en las
células tumorales el 27,3 % de los tumores analizados (21/77) tuvo niveles de expresidn bajos, y

en el 72,7 % de los casos (56/77) fueron altos (Tabla 7).
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Figura 37. A, B. Representacion de la distribucion de los casos analizadas de pacientes con cdncer
de mama precoz HER2+ en funcion del H-score determinado para S100-A11 en los CAF
(fibroblastos asociados a cdncer) y para p-STAT3 en células tumorales, respectivamente. El punto
de corte, representado por la linea de puntos, se establecio en > 82 para S100-A11yen 2 11 para
p-STAT3. El numero de caso (1-77) es representativo y no se corresponde con el mismo caso entre

los grdficos Ay B.

6.4. La sobreexpresiéon de S100-A11 en los CAF correlaciona con una alta expresion de p-

STAT3 en las células tumorales en tumores de mama HER2+ de estadio precoz

Se midi6 el grado de asociacion entre los niveles de expresion de S100-A11 en los CAF y los de
p-STAT3 en células tumorales, ambas como variables continuas con escala de medida numérica
(basada en los datos de H-score). Para ello se aplicd un analisis de correlacién bivariante
utilizando la prueba rho de Spearman, halldndose una correlacidn significativa entre los niveles
de expresion de ambos marcadores (p-valor < 0,001). Sin embargo, dadas las diferencias en la
escala de los valores de expresidn entre ambos marcadores, no se hallé una asociacién lineal
entre los dos rangos, obteniendo un coeficiente de correlacidn de Spearman moderado (p (ro) =

0,461).
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Posteriormente, se analizd la correlacién de la sobreexpresién de S100-A11 en los CAF, como

variable discontinua (alta y baja expresion), con los niveles de expresion de p-STAT3 en células
tumorales, como variable continua. La prueba no paramétrica U de Mann-Whitney mostré una
correlacidn estadisticamente significativa (p-valor = 0,031), obteniendo niveles de expresién de
p-STAT3 superiores en el grupo con alta expresion de S100-A11, respecto a los niveles obtenidos

en el grupo con baja expresiéon de S100-A11 (Mediana H-score = 40 vs 15) (Figura 38).
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Figura 38. Representacion de los niveles de expresion de p-STAT3 en células tumorales con
relacion a la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a cdncer). Se
representa la mediana de H-score de p-STAT3 en las células tumorales respecto a la expresion de
5100-A11 en los CAF, categorizada en baja y alta expresion. Las barras de error representan el

valor calculado de la desviacion estdndar. (*): p < 0,05.

Finalmente, mediante la prueba de Chi-cuadrado se analizé la correlacion entre Ia
sobreexpresion de S100-A11 en los CAF y la sobreexpresidén de p-STAT3 en las células tumorales,
ambas como variables categodricas. De las pacientes que presentaron alta expresion de S100-A11
en los CAF, el 91,2 % de los casos (31/34) mostraron alta expresion de p-STAT3 en las células
tumorales (p-valor < 0,001) (Figura 39) (Tabla 8). Dentro del grupo con baja expresién de S100-
A11 en los CAF, el 58,1 % de los tumores tuvieron alta expresion de p-STAT3 en célula tumoral

(25/43) (p-valor < 0,001).
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Figura 39. Asociacion entre la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a
cdncer) y la sobreexpresion de p-STAT3 en células tumorales. Representacion del porcentaje de
casos con alta y baja expresion de p-STAT3 en células tumorales en relacion con la alta y baja

expresion de S100-A11 en los CAF. (***): p-valor < 0,001.

S$100-A11 CAF
Baja expresion Alta expresion x2p
N.2 de casos o N.2 de casos o
(n=43) % (n=34) %
p-STAT3 célula tumoral
Baja expresion 18 41,9 3 8,8 <0,001
Alta expresion 25 58,1 31 91,2

Tabla 8. Asociacion entre la expresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a cdncer)
y de p-STAT3 en células tumorales. Se muestra la distribucion del numero de casos y el porcentaje

para cada categoria.

En resumen, la asociacidn entre la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF y de p-STAT3 en las
células tumorales fue demostrada mediante su analisis como variables discontinuas, es decir,
definiendo para cada proteina dos categorias de expresidén (alta y baja), y también como
variables continuas con un rango numérico correspondiente a los niveles de expresion. Los
resultados de estos andlisis, en conjunto, permitieron confirmar en casos clinicos que existe una
asociacion entre el papel bioldgico que efectian estas proteinas en tumores de mama HER2+,
sugiriendo la relacién entre el mecanismo molecular asociado a la proteina S100-A11 derivada

de los CAF y la activacion de STAT3 en las células tumorales.
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6.5. Asociaciones clinico-patoldgicas de S100-All en los CAF y de p-STAT3 en células

tumorales

Se analizé la correlacion de la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF y la de p-STAT3 en células
tumorales con las variables clinico-patoldgicas estudiadas en la cohorte. La sobreexpresion de
los marcadores no correlacioné con el estado hormonal, historia familiar, grado y tipo
histolégicos, proliferacién, o tamafio tumoral (Tabla 7). Se identific6 una correlacion
estadisticamente significativa entre la sobreexpresion de S100-A11 vy la expresién de PR. Aunque
no se alcanzé la significancia estadistica, se detectd una posible asociacion entre la expresion de

ER y la sobreexpresion de S100-A11 (p-valor = 0,059) y de p-STAT3 (p-valor = 0,051).

6.6. La sobreexpresidon de S100-A11 en los CAF correlaciona con la presencia de enfermedad
residual tras el tratamiento neoadyuvante en tumores de mama HER2+ de estadio

precoz

La expresién de S100-All en los CAF correlacioné de forma significativa con la respuesta
patoldgica del tumor (p-valor < 0,001). De los tumores que presentaron baja expresion de S100-
Al1l en los CAF, el 81,4 % tuvieron respuesta completa tras el tratamiento neoadyuvante (Miller
y Payne G5), frente a un 29,4 % de los tumores con alta expresion de S100-A11 que presentaron
respuesta completa (p-valor < 0,001) (Tabla 9). En cuanto a la respuesta axilar, si bien no se
detectd una correlacidon con la expresion de S100-A11, se observé una mayor proporciéon de
casos que presentaron tumor en axila (respuesta B o D) en el grupo con alta expresion de S100-
A1l (23,5 % dentro de este grupo de tumores) respecto a la proporciéon de nimero de casos en
los que se detectd tumor en axila dentro del grupo con baja expresién de S100-A11 (9,3 % dentro
de este grupo de tumores) (Tabla 9). La expresidon de p-STAT3 en las células tumorales, sin

embargo, no correlaciond con la respuesta tumoral y axilar tras la terapia neoadyuvante.
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$100-A11 CAF

Baja expresion

Alta expresion

p-STAT3 célula tumoral

Baja expresion

Alta expresion

X2p X2 p
N.‘ind: Zg;os % N.‘i :: ;2;05 % N.‘:nd: ;i;os % N'ind: ;:;os %
Respuesta tumoral
(Miller y Payne)
G3 4 9,3 10 29,4 <0,001 5 23,8 9 16,1 0,600
G4 4 9,3 14 41,2 1 4,8 17 30,3
G5 35 81,4 10 29,4 15 71,4 30 53,6
Respuesta axilar
(Miller y Payne modificado)
Tumor ausente (A, D) 39 90,7 26 76,5 0,087 18 85,7 47 83,9 0,847
Tumor presente (B, C) 4 9,3 8 23,5 3 14,3 9 16,1
Tumor residual
Ausente 32 74,4 8 23,5 <0,001 13 61,9 27 48,2 0,284
Presente 11 25,6 26 76,5 8 38,1 29 51,8

Tabla 9. Asociacion entre la expresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a cdncer) y de p-STAT3 en células tumorales con la respuesta

patoldgica del tumor, la respuesta axilar y la presencia de tumor residual tras el tratamiento neoadyuvante. Se muestra la distribucion del numero de

casos y el porcentaje para cada categoria.
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Se analizd la ausencia o presencia de tumor residual en los casos tras recibir el tratamiento
neoadyuvante, entendiendo la ausencia de tumor residual como respuesta patoldgica completa
(pCR), correspondiente con una respuesta tumoral G5 mas una respuesta axilar A o D. El analisis
de asociacion entre la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF y la presencia de enfermedad
residual reveld una correlacién estadisticamente significativa (p-valor < 0,001). De los tumores
clasificados con alta expresion de S100-A11 en los CAF, el 76,5 % presentd tumor residual tras el
tratamiento neoadyuvante (26/34), no alcanzando la pCR. De los casos con baja expresion de
S100-A11 en los CAF la mayoria, un 74,4 %, no presenté tumor residual, consiguiendo por lo

tanto la pCR (32/43) (Tabla 9).

Aungue no se observd correlacién entre la expresidon de p-STAT3 en las células tumorales y la
presencia de tumor residual (p-valor = 0,284), se detecté un mayor nimero de casos con tumor
residual dentro del grupo con alta expresion de p-STAT3 (51,8 %; 29/56) respecto al identificado
dentro del grupo con baja expresidon de p-STAT3 (38,1 %; 8/21) (Tabla 9).

Los datos manifestaron una correlacién positiva entre la expresion de S100-A11 en los CAF y la
presencia de tumor en mama y axila, asociandose a la presencia de enfermedad residual tras el
tratamiento neoadyuvante. Esta asociacién entre la expresion de S100-A11 en los CAF y la
presencia de enfermedad residual postratamiento reflejé su valor prondstico en los tumores de
mama HER2+ de estadio precoz. Por otro lado, su correlacién con la presencia de enfermedad
residual tras el tratamiento neoadyuvante también estaria sugiriendo que S100-A11 en los CAF
podria tener un valor como marcador predictivo de respuesta patoldgica a la terapia anti-HER2
neoadyuvante en las pacientes de cancer de mama precoz HER2+. Por otro lado, los datos de
correlacidn no mostraron una asociacidn entre la expresion de p-STAT3 y la respuesta patoldgica
de los tumores de mama HER2+ tras el tratamiento neoadyuvante, por lo que los resultados de
este trabajo no reflejaron un posible papel para p-STAT3 como factor asociado al pronéstico y/o

a la respuesta a la terapia anti-HER2 en los tumores de mama HER2+ de estadio precoz.

Del total de pacientes evaluadas, un 9,1 % de los casos manifesté recaida del tumor (7/77). En el
analisis de correlacidon no se encontrd asociacion de la recaida con la sobreexpresion de S100-
A11 en los CAF (p-valor = 0,942) ni con la de p-STAT3 en las células tumorales (p-valor = 0,332)
(Tabla 10).
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$100-A11 CAF p-STAT3 célula tumoral
Baja expresion Alta expresion Baja expresion Alta expresion
ja exp p 2p ja exp p 2p
N.2 de casos o N.2 de casos o N.2 de casos o N.2 de casos o
(n = 43) % (n=34) % (n=43) % (n =34) %
Recaida
No 39 90,7 31 91,2 0,942 18 85,7 52 92,9 0,332
Si 4 9,3 3 8,8 3 14,3 4 7,1

Tabla 10. Asociacion entre la expresion de S100-A11 en los CAF (fibroblastos asociados a cdncer) y de p-STAT3 en células tumorales con recaida

del tumor. Se muestra la distribucion del numero de casos y el porcentaje para cada categoria.
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En el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier no se detectaron diferencias en la supervivencia

libre de enfermedad (SLE) de las pacientes en relacion con la sobreexpresiéon de S100-A11 en los
CAF (p-valor = 0,135) (Figura 40. A). El numero de eventos que presentaron exitus por
enfermedad fue de 3 (3,9 % de los casos). Asi, el andlisis de las curvas de supervivencia global
(SG) tampoco arrojé diferencias en relacién con la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF (p-

valor = 0,683) (Figura 40. B).
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Figura 40. A, B. Andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y de la
supervivencia global (SG), respectivamente, en la cohorte de 77 casos de cdancer de mama precoz

HER2+ en esquema de tratamiento neoadyuvante con terapia anti-HER2 mds quimioterapia.

Finalmente, se analizd la asociacién entre la expresién agrupada de S100-A11 en los CAF y de p-
STAT3 en células tumorales con la presencia de tumor residual tras la terapia neoadyuvante. La

mayoria de los tumores clasificados con baja expresion de $100-A11 no presentaron tumor
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residual, tanto el grupo que ademas presentaba baja expresion de p-STAT3 (61,1 %), como el
grupo con alta expresion de p-STAT3 (84,0 %) (Tabla 11). Dentro del grupo de tumores con alta
expresion de S100-Al11 en los CAF y alta expresion de p-STAT3 en células tumorales el 80,6 %
presentaron enfermedad residual postratamiento (Tabla 11). Por otro lado, del total de tumores
en los que se identificé presencia de tumor residual, el grupo mas frecuente fue el de los tumores
con alta expresion de S100-A11 acompafiada de una alta expresion de p-STAT3 (25/37,
representando un 67,6 % del total de los casos que tenian tumor residual). Por ultimo, cabe
mencionar que sélo hubo tres casos clasificados dentro del grupo de tumores con alta expresion
de S100-A11 en los CAF y baja expresion de p-STAT3 en célula tumoral, por lo que no se pudo
establecer una asociacién concluyente respecto a la presencia de enfermedad residual dentro

de esta categoria.
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$100-A11 bajo

$100-A11 bajo

$100-A11 alto

S$100-A11 alto
p-STAT3 alto

p-STAT3 bajo p-STAT3 alto p-STAT3 bajo
X2 p
N.2 de casos o N.2 de casos o N.2 de casos o N.2 de casos o
(n=18) % (n=25) % (n=3) % (n=31) %
Tumor residual
Ausente 11 61,1 21 84,0 2 66,7 6 19,4 <0,001
Presente 7 38,9 4 16,0 1 33,3 25 80,6

Tabla 11. Asociacion de la expresion conjunta de S100-A11 en los CAF y de p-STAT3 en células tumorales con la presencia de tumor residual tras el

tratamiento neoadyuvante. “Alto” y “bajo” hacen referencia a la alta y baja expresion, respectivamente. Se muestra la distribucion del numero de

casos y el porcentaje para cada categoria.
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La baja expresién de S100-A11 en los CAF en los tumores de mama HER2+ de estadio precoz se
asocio a la ausencia de tumor residual postratamiento, por lo que la mayoria de estos tumores
alcanzaron la pCR, tanto si iba acompafiada de una alta como de una baja expresion de p-STAT3
en las células tumorales. Por otro lado, en el grupo de tumores con sobreexpresidon de S100-A11
y de p-STAT3 |la mayoria de los casos no alcanzaron pCR, siendo ademas éste el grupo de tumores
mas frecuente dentro del total de los casos identificados con presencia de tumor residual tras el
tratamiento neoadyuvante. En conjunto, estos resultados mostraron de nuevo el valor de la
proteina S100-A11 en los CAF como un factor asociado a la presencia de enfermedad residual y,
por lo tanto, a un peor pronéstico de las pacientes de cancer de mama HER2+ de estadio precoz.
La correlacion de su expresidn con una peor pCR tras el tratamiento neoadyuvante sugirio su

posible valor como un factor predictivo de respuesta a la terapia anti-HER2.
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Los tumores de mama HER2+ constituyen aproximadamente un 15-20 % de los tumores de

mama diagnosticados. El tratamiento de eleccion en estas pacientes, basado en la terapia anti-
HER2, con trastuzumab y pertuzumab, en combinacién con taxanos ha mejorado
significativamente el resultado clinico en estadios precoces [53,249]. Sin embargo, una
proporcidn significativa de las pacientes no responde al tratamiento y desarrolla una resistencia
clinica, por lo que estudiar y comprender cdmo se desarrolla la resistencia a la terapia anti-HER2,
asi como la busqueda de estrategias para revertirla, continlan siendo una prioridad clinica

[53,74].

La literatura demuestra que el TME juega un papel crucial en la regulacion de numerosos
procesos biolégicos en las células tumorales, condicionando el comportamiento del tumor y su
respuesta a la terapia en diversos tipos de cdncer, incluyendo el cancer de mama. Dentro del
TME, uno de los componentes celulares que predomina en el estroma tumoral son los
fibroblastos que se encuentran asociados con las células cancerosas, denominados CAF. Los
estudios han prestado especial atencion a los CAF como uno de los principales contribuyentes a
la comunicacidn entre las células tumorales y las células estromales circundantes [92,93,250].
Esto es debido a su capacidad para producir y secretar una variedad de factores de crecimiento
y citocinas, con una gran influencia en el comportamiento del tumor, afectando a la proliferacion
tumoral, la metdstasis y la resistencia a tratamientos [125,251,252]. La creciente evidencia
sugiere que el beneficio clinico y la superacidn de la resistencia a farmacos, incluyendo las
terapias anti-HER2, podrian reorientar los protocolos terapéuticos a los CAF, destacando la
relevancia de la identificacion de candidatos o marcadores modulables en el secretoma de los

fibroblastos estromales [251,253].

1. Efecto del secretoma del fibroblasto CAF-200 en la respuesta a la terapia TPD en lineas

celulares de cancer de mama HER2+

A través de la secreciéon de multiples factores, los CAF modulan el comportamiento de las células
tumorales, condicionando en algunos casos su respuesta a la terapia. El medio procedente de
células en cultivo, denominado medio condicionado, contiene el conjunto de proteinas
secretadas por las células (secretoma) y constituye una aproximacién experimental ampliamente
utilizada en estudios que abordan el efecto paracrino de lineas celulares [254]. Los ensayos in
vitro comprendidos en este trabajo se basaron en un modelo experimental con medio
condicionado derivado de una linea de CAF (de tumor HER2+), denominada CAF-200, tratada

con trastuzumab mas pertuzumab mds docetaxel (TPD). Se analizoé su efecto en la respuesta a la
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terapia TPD de las lineas celulares HER2+ BT-474 y EFM-192A, cuya sensibilidad a la terapia anti-

HER2 ha sido ampliamente estudiada en nuestro grupo de manera previa [212].

Los ensayos de proliferacion con medio condicionado de CAF-200 permitieron caracterizar el
efecto del fibroblasto CAF-200 en la respuesta de las dos lineas HER2+ al tratamiento con TPD.
Los resultados sugirieron que CAF-200 secreta una variedad de factores solubles con un efecto
estadisticamente significativo en la respuesta a la terapia anti-HER2 de BT-474 y EFM-192A,
demostrando ambas lineas tumorales un aumento de la resistencia a TPD. Estos resultados
concuerdan con el estudio publicado previamente por Mao y colaboradores, en el que se
demostrd el papel de los CAF en la generacidn de resistencia a trastuzumab en lineas celulares
de cancer de mama HER2+, a través de la activacidon de vias como PI3K/AKT/mTOR y JAK/STAT3,
y de la expansién de las CSC [255]. En el trabajo de Guardia y colaboradores, la induccién de
resistencia a la terapia anti-HER2 basada en trastuzumab y pertuzumab por el efecto paracrino
de los CAF fue también indicada en lineas celulares de cancer de mama HER2+, incluyendo BT-
474 [256]. Por otro lado, la contribucion de los CAF en la resistencia a trastuzumab en BT-474
también ha sido asociada al efecto inmunomodulador que presentan algunas subpoblaciones
especificas de fibroblastos estromales [135]. Basandose en un modelo de medio condicionado
procedente de CAF, el grupo de Zervantonakis sefialé su efecto en la resistencia de BT-474 y EFM-
192A al tratamiento con lapatinib [257]. Ademas, investigaciones recientes han sefialado el
enriquecimiento de subpoblaciones especificas de CAF (CAF-S1 o CAF PDPN*) en tumores con
resistencia a trastuzumab, sugiriendo su participacion en la generacion del fenotipo resistente a
la terapia anti-HER2 [258,259]. Sonnenblick y colaboradores, a partir de muestras de cancer de
mama HER2+ del ensayo clinico FinHer, mostraron una asociacidon entre la resistencia a
trastuzumab y la presencia de un estroma con elevada proporcion de miofibroblastos reactivos
[138]. A pesar de la evidencia existente acerca de los CAF y su contribucion a la resistencia a
trastuzumab y otras terapias anti-HER2, hasta la fecha no se han publicado estudios que
describan su efecto en la respuesta a la terapia basada en la combinacion de trastuzumab y

pertuzumab con taxanos.

Los cultivos 3D proporcionan, respecto a los cultivos en monocapa, un modelo con una mayor
complejidad de interaccion intercelular y un gradiente en la distribucién de nutrientes, factores
solubles y farmacos del medio extracelular. Su uso en estudios de sensibilidad a farmacos en
células tumorales resulta interesante al disponer de una citoarquitectura mas representativa del
tumor [227]. Estudios previos han explorado el efecto de los CAF en modelos de esferoides de
lineas tumorales de cancer de mama [260,261] y, especificamente, algunos trabajos han

evaluado la respuesta a trastuzumab de BT-474 y EFM-192A en modelos celulares basados en
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esferoides [262—264]. El modelo 3D multicultivo empleado por Nguyen y colaboradores permitié

caracterizar el efecto antagénico de los CAF y trastuzumab en BT-474, resultando en una
disminucién de la respuesta ADCC mediada por el anticuerpo anti-HER2 [135]. Sin embargo, no
hay evidencia cientifica del resultado del tratamiento con la combinacién de trastuzumab y
pertuzumab mas quimioterapia en modelos 3D de lineas celulares de cancer de mama HER2+,
ni del efecto de los CAF en la modulacidn de la respuesta a esta combinacion terapéutica. En el
modelo tridimensional generado en este trabajo destacé el efecto del medio condicionado de
CAF-200 en la promocion de la formacion de esferoides de las dos lineas tumorales aln en
presencia de la terapia TPD, contrarrestando el efecto de ésta observado en condiciones basales.
Este papel protector del fibroblasto podria estar relacionado con la resistencia a la terapia
observada previamente en los cultivos 2D en monocapa. Cabe mencionar que los ensayos de
formacion de esferoides tienen una gran utilidad en el estudio de CSC, debido a la capacidad de
esta subpoblacién de células para crecer en condiciones de independencia de anclaje. El
enriquecimiento de CSC dentro del nicho tumoral se ha relacionado con la resistencia a
trastuzumab [255,265] y con la actividad paracrina de los CAF [112,157,266], por lo que el
modelo de este trabajo podria complejizarse para adaptarlo al estudio de CSC [267,268] con el
fin de evaluar si la resistencia a la terapia TPD generada por CAF-200 estaria mediada a través de

la induccién de un fenotipo stem.

La transformacion inducida por el estroma en las células tumorales durante la adquisicién de
resistencia a terapias puede ir acompafiada, en determinados casos, de la promocién de
caracteristicas como la migracién e invasién celular [252]. Los ensayos de migracion con lineas
HER2+ demostraron que las moléculas secretadas por CAF-200 conferian también a las células
una mayor capacidad migratoria, incluso en presencia del tratamiento con TPD. Numerosos
estudios han demostrado la influencia de los CAF en la migracién de células de cancer de mama
mediante ensayos con medio condicionado [229,269]. Wen y colaboradores demostraron que la
IL-32 contenida en el sobrenadante derivado de los CAF activaba en la linea de cancer de mama
TN BT-549 la sefalizacion intracelular mediada por la proteina MAPK p38, produciendo un
incremento en su capacidad de migracién [270]. Por otro lado, el grupo de Pelon determind la
funcién paracrina de subpoblaciones especificas de CAF, identificadas a partir de secciones de
nodos linfaticos de tumores de mama metastasicos, en la regulacién positiva de la capacidad
invasiva de las lineas celulares luminales MCF-7 y T47D [229]. Tanto la migracidn celular como la
resistencia a la terapia se encuentran estrechamente relacionadas con las propiedades
mesenquimales adquiridas durante el proceso de EMT, en el cual los CAF han demostrado tener

un papel clave en cancer de mama [271].
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La modulacién de la respuesta al tratamiento que experimentan las células tumorales como
consecuencia de las secreciones del microambiente viene determinada por la regulacion de
multiples cascadas de seiializacion intracelular. El analisis de la expresién y fosforilaciéon de
proteinas implicadas en las vias de sefializacion de JAK/STAT3, MAPK/ERK, y PI3K/AKT/mTOR
permitié indagar en posibles mecanismos moleculares asociados a la resistencia a la terapia TPD
inducida por el fibroblasto CAF-200. Tras la adicién del medio condicionado de CAF-200 y en
presencia de la terapia, destacd de forma notable el incremento en la fosforilacion de STAT3 y
ERK, sugiriendo la activacion de las rutas JAK/STAT3 y MAPK/ERK en las células tumorales en

condiciones de resistencia a la terapia.

El factor de transcripcion STAT3 se ha reportado ampliamente en la literatura como regulador
transcripcional en cancer, incluyendo el cancer de mama [272,273)]. Su activacidon se ha
relacionado con la adquisicion de resistencia a trastuzumab en cdncer de mama HER2+
[230,274,275] y a docetaxel en TN [276]. La activacion de STAT3 sugerida en nuestro modelo de
resistencia concuerda con los resultados previos de Mao y colaboradores, en los que
describieron la generacién de resistencia a trastuzumab por efecto del secretoma de los CAF
mediante la activacion de la via JAK/STAT3 en células BT-474 [255]. La investigacion reciente
llevada a cabo por el grupo de Dittmer también indico la fosforilaciéon de STAT3 en BT-474 como
un evento de sefializacién intracelular asociado al mecanismo de resistencia a fulvestrant (un
antagonista de ER) mediado por el efecto paracrino de los CAF [277]. Ademas, la activacién del
factor de transcripcidn ha sido asociada a la resistencia a lapatinib y a taxanos mediada por los

CAF, en cancer de mama y cancer de ovario, respectivamente [261,278].

La activacién de STAT3 en las células tumorales también se asocia al incremento de la capacidad
de migracidn e invasion a través de la induccién de propiedades mesenquimales [272], por lo
que el incremento en la migracion de las lineas HER2+ observado tras la adicién del medio de los

fibroblastos CAF-200 podria estar mediada en parte por la activacion de STAT3.

La literatura sugiere la via MAPK/ERK como mecanismo implicado en la resistencia a farmacos
en cancer [279,280]. En estudios previos en nuestro grupo se demostré la activacion de ERK
como mecanismo de resistencia a trastuzumab asociado al efecto autocrino de CCL5 en lineas
celulares de cancer de mama HER2+ [281]. Por otro lado, diversos estudios han senalado el
efecto del estroma, mediante la activacion de ERK, en la resistencia a inhibidores de BRAF, en
modelos de melanoma y glioma [279,282]. Especificamente, el papel de los CAF en la induccion
de resistencia a trastuzumab mediante la activacion de ERK en lineas celulares de cdncer de

mama HER2+ fue también indicado en la investigacién de Mao y colaboradores [255]. No
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obstante, por el momento la literatura carece de estudios publicados que sefialen la activacién

de ERK especificamente en modelos de resistencia a terapia anti-HER2 combinada con taxanos

mediada por los CAF.

2. Andlisis del secretoma de CAF-200 e identificacidon de dianas potenciales a la generacidn de

resistenciaa TPD

La evidencia cientifica sefala que diversos tratamientos, incluyendo la quimioterapia y terapias
dirigidas, inducen en los CAF una potente remodelacidn fenotipica, determinando el espectro de
proteinas que secretan al espacio extracelular [116,118-120,283]. Aunque algunos trabajos han
demostrado la influencia de la quimioterapia en los CAF, incluyendo en los tumores de mama
[121,284], la literatura no contempla estudios que analicen el efecto del tratamiento anti-HER2

combinado con taxanos en los CAF de tumores HER2+.

Dado que el fenotipo de los CAF y su perfil secretor se encuentran regulados por los mecanismos
de reprogramacioén y la sefializaciéon intracelular [100], de forma previa al estudio del secretoma
se analizé el efecto del tratamiento con TPD en la proliferacidon, migracién y sefializacién
intracelular del fibroblasto CAF-200. Se conoce que la supervivencia, motilidad y actividad
migratoria de los CAF dependen en gran parte de la activacidon de ERK [285], asi como de AKT y
STAT3 [103,286,287]. En tumores de mama, el grupo de Eck describié que la activacidon de ERK
aumentaba el fenotipo invasor y la capacidad de migracién de los CAF [288]. De acuerdo con
estos datos, los fibroblastos CAF-200 mostraron en los ensayos de migracién una actividad
potenciada tras el tratamiento con TPD, paralelamente con un incremento en la fosforilacién de
ERK y una tendencia al alza en la de AKT y STAT3. Sin embargo, la proliferacion del fibroblasto,
en este caso, no se vio alterada tras el tratamiento. Por otro lado, la expresién de Snail en los
CAF ha sido descrita como factor crucial en su activacion, siendo asociada ademas a un fenotipo
de CAF relacionado con la induccidn de fenotipos tumorales quimiorresistentes [100,234,235].
En este caso, el fibroblasto CAF-200 mostrd un incremento en la expresion de Snail que, segun
indicaron Zhang y colaboradores en su trabajo, podria estar vinculado con el aumento de la

actividad de ERK en los CAF [289].

La caracterizacion del secretoma de los CAF mediante el andlisis protedmico se ha convertido
durante la Ultima década en un procedimiento habitual en investigacion [290]. Aunque
inicialmente estos estudios se han enfocado en el analisis comparativo del secretoma de los CAF
y los NAF [291-293], el propdsito de indagar en el papel de los CAF durante el tratamiento (y
dilucidar posibles mecanismos de resistencia mediados por su efecto paracrino) ha conducido a

varios investigadores a explorar la modulacién del secretoma de los fibroblastos tras su
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tratamiento con diversas terapias [117-119,294]. El andlisis mediante espectrometria de masas
llevado a cabo en este trabajo permitié conocer el perfil de citocinas, factores de crecimiento y
proteinas solubles del secretoma del fibroblasto CAF-200. La estrategia de analisis reveld

proteinas moduladas de forma significativa en el secretoma tras el tratamiento del fibroblasto

con la terapia TPD.

Las proteinas sobreexpresadas fueron filtradas en base a criterios de robustez analitica que
garantizaron su seleccidn, y posteriormente fueron empleadas en analisis de enriquecimiento de
rutas y de redes de interaccidn. El analisis de sobrerrepresentacion de vias de sefializacion
ofrecié informaciéon mecanistica preliminar sobre el listado de proteinas derivadas del secretoma
del fibroblasto, indicando su participacién en vias de sefializacién implicadas en procesos
oncogénicos, asociadas al aumento de la proliferacion y supervivencia celular. También se
identificaron reacciones de resistencia a trastuzumab, entre otros, como procesos
sobrerrepresentados en el andlisis. En conjunto, estos resultados sugirieron el presumible papel
de algunas proteinas derivadas del secretoma de CAF-200 en el estimulo de la supervivenciay la
generacion de resistencia en las células tumorales. Por otro lado, las redes de interaccion de
proteinas mostraron un panorama inicial integrando las posibles conexiones fisicas y funcionales
que podrian darse durante la actividad celular de dichas proteinas. Las proteinas 14-3-3( y
HSP90-o formaron uno de los nodos de interaccién observados y, aunque la revisién de la
literatura cientifica arrojo datos que sugerian su interaccion fisica [238], no se hallé descrita su
interaccién funcional. Por otro lado, la prediccién de la base de datos de STRING también sugirio
la interaccion funcional de CCL2 y PAI-1 en secretomas proinflamatorios en distintos modelos
celulares [241,242,295]. En conjunto, los anadlisis de anotacion funcional y de interaccion
reforzaron la hipétesis sobre la funcion de las proteinas sobreexpresadas en el secretoma de
CAF-200 en la activacion de procesos oncogénicos y la generacion de fenotipos resistentes,
contribuyendo ademas al argumento para la selecciéon de las proteinas en los posteriores
ensayos. Cabe sefialar que esta red de interaccidon no considera la posible interaccion de las
proteinas del secretoma seleccionadas con otras que no hayan quedado contempladas en el
analisis, por ejemplo, al no estar sobreexpresadas tras el tratamiento con TPD del fibroblasto.
Ademas, en la generacidn de resistencia a la terapia no sélo participan diferentes proteinas, sino
también otro tipo de moléculas efectoras, como los microRNA, cuyo analisis no ha sido incluido

en este trabajo y que también pueden regular la actividad de las proteinas estudiadas.

El listado de proteinas identificadas en el secretoma del fibroblasto CAF-200 se acotd finalmente
mediante el estudio bibliografico de cada una de ellas, reduciéndolo a un ndmero de seis

proteinas que constituyeron el nucleo de candidatos para valorar su contribucion en la
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resistencia adquirida a TPD en las lineas celulares de cdncer de mama HER2+. Los criterios de

seleccidn en relacidn con la literatura revisada incluyeron: el papel de la proteina en tumores en
la adquisicion de fenotipos resistentes a terapias dirigidas (incluyendo la terapia anti-HER2) o
fenotipos quimiorresistentes; su contribucién en la regulacién positiva de procesos celulares y
bioldgicos relacionados con la tumorigénesis en el cancer de mama, incluyendo el cancer de
mama HER2+; las funciones extracelulares identificadas para la proteina y, en particular, como
molécula secretada por células del estroma tumoral; estudios del valor pronéstico de la proteina

o su posible potencial como diana “accionable” con posible utilidad clinica.

Las proteinas seleccionadas, en ultima instancia, fueron: 14-3-3¢, CCL2, HMGB1, HSP90-c, PAI-
1y S100-A11. La literatura cientifica recoge diversos trabajos en los que se ha dilucidado el papel
funcional de la proteina 14-3-3C en la regulacion de la resistencia a fdrmacos en cancer. Los
estudios avalan su funcidn en la generacién de quimiorresistencia en multiples tipos de tumor,
incluyendo tumores gastricos, de vejiga y de mama [296-298], asociandose en este ultimo a la
resistencia a antraciclinas a través de la inhibicidn de la apoptosis inducida por farmacos [299].
En cancer de mama, también se ha indicado su papel en la generacion de resistencia a paclitaxel
y a doxorrubicina, mediante la formacién de ejes de sefalizacion con microRNAs especificos
[300,301]. Ademas, la secrecion de 14-3-3C por macrofagos del estroma tumoral de tumores de
pancreas ha sido reportada como mecanismo asociado a quimioresistencia [302]. Por otro lado,
la quimiocina CCL2 juega un papel clave en el TME, asi como su receptor, CCR2 [303], por lo que
el bloqueo de este eje de sefializacion, de manera individual o en combinacidn con otros agentes
terapéuticos, ha sido ampliamente explorado en la literatura cientifica, incluyendo ensayos
clinicos en cancer de pancreas, de préstata y de mama [304—-306]. El papel de CCL2 en el estroma
tumoral se ha asociado principalmente al reclutamiento de macréfagos protumorigénicos; en
tumores de mama y gastricos HER2+ esta funcién ha demostrado estar vinculada a la eficacia de
trastuzumab [307,308]. Ademas, la literatura indica la contribucién de CCL2 en la resistencia a
tamoxifeno en tumores de mama ER+ [309] y a quimioterapia, incluyendo paclitaxel, en tumores
de ovario [310]. La funcién extracelular de HMGB1 también ha sido reportada en la literatura,
indicando su papel in vitro en el TME como regulador positivo de la proliferacion de células
tumorales de glioma [311]. Se ha demostrado el papel in vitro de esta proteina secretada por los
CAF en la adquisicién de propiedades metastdsicas en lineas celulares de cancer de pulmén de
célula no pequefia [312]. Ademas, algunos estudios han sugerido el potencial clinico de la
inhibicion farmacolégica de HMGB1 y el desarrollo de estrategias de combinacién terapéutica
en cancer de mama [313,314]. Por ejemplo, en modelos murinos de tumores de mama de

subtipo basal-like, el bloqueo de HMGB1 extracelular ha demostrado inhibir el crecimiento
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tumoral, mejorando la eficacia de anticuerpos anti-PD-1 [315]. Por otro lado, los inhibidores de
proteinas HSP90 han emergido como estrategias con posible utilidad clinica en cédncer para
superar la resistencia a diversos farmacos [316]. Multiples estudios han empleado estos
inhibidores en distintos modelos celulares de cdncer de mama HER2+ para superar la resistencia
a trastuzumab [317,318]. Especificamente, el papel de la forma HSP90-a secretada ha sido
indicado en la literatura, asociado a un aumento de la supervivencia celular y de la capacidad
invasiva de lineas celulares de cancer de mama TN [319,320], asi como a la induccidon de
quimiorresistencia en modelos celulares in vitro de carcinoma hepatocelular y pancredtico
[321,322]. En el TME, ademds, HSP90-a presenta una funcién extracelular clave en la
comunicacién tumor-estroma [323]. El bloqueo de HSP90-a secretada por macréfagos
estromales ha demostrado inhibir el crecimiento tumoral en modelos in vitro de
adenocarcinoma pancredatico [324]. La contribucién de la proteina PAI-1 en la resistencia a
paclitaxel ha sido descrita en modelos celulares y murinos de cancer de mama TN [325]. Algunos
trabajos basados en estudios de expresién génica sugieren su papel clave en la remodelacion del
TME, sugiriendo su funcidon en la modulacién de la composicién y actividad de las células
inmunes en tumores sélidos [326,327]. Diversos estudios han demostrado el papel de la proteina
PAI-1 derivada especificamente de los CAF en la malignizacion de las células tumorales, mediante
la induccidn de quimiorresistencia en modelos de cancer de pulmdn de célula no pequeiia [328],
o de la capacidad invasiva en modelos de carcinoma de célula escamosa [329], sugiriendo la
posible utilidad clinica de su inhibicién farmacoldgica [328,330]. Finalmente, la literatura recoge
el papel oncogénico de la proteina S100-A11 en distintos tipos de cancer, incluyendo el cancer
de mama [162,331-333]. En estos tumores, los estudios de expresion génica también han
sugerido su posible valor prondstico [168,172]. La contribucién de S100-A11 a la generacion de
quimiorresistencia a agentes como 5-fluorouracilo y cisplatino ha sido observada en lineas
celulares de cancer de pulmén y cdncer gdstrico [178,179]. En cuanto a su papel en el TME, en
modelos celulares de adenocarcinoma pancredtico se ha estudiado el efecto paracrino de la
proteina S100-A11 secretada en el estroma tumoral sobre la comunicacién entre las células
tumorales y los CAF [334,335]. Ademas, el estudio in silico de su funcién en el TME en un panel
de distintos tipos tumorales sugiere la relacién de su expresidn con la presencia de un
microambiente inmunosupresivo y con la induccién de resistencia a farmacos como sorafenib
[180]. La evidencia creciente sobre la funcidn de los miembros de la familia S100 en la resistencia
a farmacos sugiere el posible papel de estas proteinas como biomarcadores predictivos de
respuesta a terapia [171], asi como su modulacidn farmacoldgica como posible estrategia para

superar la resistencia a terapias en cancer.
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El estudio de la proliferacion celular tras la adicién exdgena de estas proteinas permitié indagar

en el efecto de cada una de ellas en la generacién de resistencia al tratamiento con TPD en las
células de cancer de mama HER2+ BT-474 y EFM-192A. Los ensayos con S100-A11 y con CCL2
ofrecieron, respecto al resto de proteinas, los resultados mas significativos y homogéneos en
cuanto a la generacién de resistencia a la terapia, observandose un aumento de la proliferacidon
de las lineas HER2+ tratadas con TPD, con un patrdn de incremento lineal (en relacidn con el de
la concentracién de proteina recombinante) que fue estadisticamente significativo en todos los
casos. Los resultados con el resto de proteinas fueron mas heterogéneos y moderados. La adicién
de la proteina 14-3-3C incremento la resistencia a TPD en las células EFM-192A con todas las
concentraciones de proteina ensayadas. Algunas concentraciones especificas de las proteinas
HMGB1 y PAI-1 demostraron aumentar la resistencia a TPD en las dos lineas tumorales HER2+,
produciendo un aumento moderado y estadisticamente significativo de la proliferacion celular
en presencia de la terapia. Finalmente, la adiciéon exdgena de HSP90-a resultdé en un aumento
significativo de la proliferacion de EFM-192A tratada con TPD. Sin embargo, en BT-474 se observo

una tendencia de disminucidn de la proliferacién celular tras su adicion.

En conjunto, los resultados indicaron un efecto de la terapia TPD en la modulacién del patrén de
proteinas secretadas por el fibroblasto CAF-200, posiblemente relacionado con la regulacién de
cascadas de sefializacidn intracelular y con una alteracién fenotipica de los fibroblastos que,
ademads, incrementd su capacidad migratoria. Los estudios de anotacion funcional y la evidencia
cientifica hallada sobre las proteinas identificadas en el secretoma del fibroblasto acotaron un
listado de candidatos, cuya validacidon funcional mediante la adicién exdgena de proteinas
recombinantes permitié determinar el papel de cada una de ellas en la induccién de resistencia
a la terapia TPD en las lineas celulares de cancer de mama HER2+, BT-474 y EFM-192A. Los
resultados de estos ensayos, que reflejaron el mayor aumento en la tasa proliferativa (en
presencia de la terapia TPD) con la adicion de S100-A11, junto con la literatura expuesta
anteriormente, impulsaron a continuar este trabajo con la exploracidn del potencial de S100-

A1l en el contexto de la resistencia a TPD en cancer de mama HER2+.
3. Papel de la proteina S100-A11l en la adquisicién de resistencia a la terapia anti-HER2
combinada con taxanos en cancer de mama HER2+
3.1. Efecto celular de S100-A11 en la respuesta a la terapia TPD en lineas celulares de cancer
de mama HER2+
La funcién de algunos miembros de la familia S100 en modelos celulares de cancer de mama ha
sido explorada en diversos trabajos. Mientras que la unién de $S100-A14 intracelular a HER2
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modula la senalizacién downstream y produce un aumento del crecimiento de células BT-474
[336], la secrecion de S100-A4 en células de cancer de mama TN podria estar asociada, mediante
un efecto autocrino, a la disminucion en la proliferacion celular [337]. Liu y colaboradores
estudiaron la funcidon S100-A4 secretada por CAF en modelos celulares y murinos de cancer de
mama TN, sefialando su papel promotor en la migracion y metastasis [338]. En conjunto, la
evidencia refleja la complejidad funcional a la que atiende esta familia de proteinas, siendo
particular la funcidn que realiza cada S100 y especifica del tipo celular y tisular, de la
sublocalizacién celular y del contexto fisiopatoldgico en el que se exprese. Sin embargo, el papel
colectivo y la posible coordinacion de este grupo de proteinas y de su implicacion a nivel

funcional en cdncer de mama todavia se desconoce.

En este trabajo se estudié la actividad de la forma extracelular de S100-A11 en la proliferacion
celular de lineas tumorales de cdncer de mama HER2+, demostrando que su adicién exdgena
reducia su sensibilidad al tratamiento con TPD. El silenciamiento génico de S100A11 en CAF-200
resultd en una reversion parcial de la resistencia a la terapia inducida por el medio condicionado
derivado del fibroblasto. Esta parcialidad se debe, probablemente, al hecho de que la generacién
de resistencia se trata de un evento multifactorial, en el que posiblemente contribuyan distintas
proteinas derivadas de CAF-200. Ademas, la eliminacion de S100-A11 del medio condicionado
no fue completa, segln revelaron los resultados del ensayo de ELISA. No obstante, estos
resultados permitieron validar la contribucién de la proteina S100-A11 contenida en el

secretoma de CAF-200 en la generacidn de resistencia a la terapia TPD.

Aunque el papel de la proteina S100-A11 en la proliferacién y viabilidad celular en lineas
celulares de cancer de mama no ha sido expresamente explorado en la literatura, si hay evidencia
en lineas celulares de otros tipos tumorales. Estudios con modelos celulares de glioma, cancer
de pulmén, géstrico y pancreatico, han indicado la expresién de S100-A11 como factor clave en
la promocidn de la proliferacién celular [332,333,339,340]. Asociada al eje miR-491-5p/S100-
Al1, recientemente Ma y colaboradores describieron su papel estimulador de la proliferacion de
células de céncer colorrectal [341]. La funcidn positiva de S100-A11 en el crecimiento de las
células tumorales también ha sido reportada en ensayos in vivo en modelos de
colangiocarcinoma intrahepatico [342]. Por otro lado, a nivel extracelular, Sato y colaboradores
identificaron que la proteina S100-A11 secretada por células de mesotelioma pleural tenia un
papel autocrino, produciendo un aumento de la proliferacion tanto en ensayos in vitro como in
vivo [331]. Algunos estudios en adenocarcinoma de pancreas han reportado su secrecién y

funcién en el estroma tumoral, describiendo su efecto paracrino sobre la proliferacién de los CAF
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[334,335]. Estos resultados apoyan un papel clave de S100-A11 en la comunicacién CAF-tumor,

ademas de sugerir el posible papel de la proteina también en los fibroblastos estromales.

Recientemente, Ji y colaboradores indicaron que la sobreexpresiéon de S100-A11 en un panel de
distintos tipos tumorales correlacionaba con la presencia de un TME compuesto por células de
caracter inmunosupresor, incluyendo los CAF. Ademas, determinaron la asociacion de la proteina
con la resistencia a varias terapias, como sorafenib y JQ1 [180]. Otros estudios han demostrado
la contribucién de S100-A11 en la adquisicion de resistencia a farmacos en lineas tumorales. Su
papel promotor en la resistencia a quimioterdpicos como el cisplatino y el 5-fluorouracilo ha sido
demostrado en células de cancer gastrico y cancer de pulmdén [178,179]. Ademas, en
glioblastoma, la expresién de S100-A11 en el TME forma parte de una firma genética asociada a

la generacion de resistencia a la radioterapia [181].

3.2. Mecanismo molecular asociado a la modulacién de S100-A11 extracelular en el modelo

de resistencia a TPD en lineas celulares de cancer de mama HER2+

La sobreexpresiéon de S100-A11 ha sido reportada en los tumores de mama, sugiriendo su
implicacion en la malignizacion y en la promocion del crecimiento de las células tumorales,
asocidndose ademas a un peor prondstico [172,176]. Aunque la evidencia sugiere que las
proteinas $100 favorecen el crecimiento y la progresién tumoral a través del estimulo de vias de
sefializacién que regulan la supervivencia celular [166], todavia no se ha proporcionado una

interpretacidon mecanistica clara de las funciones de S100-A11 en cancer de mama.

La forma secretada de S100-A11 actia como una molécula efectora, activando la sefializacién
intracelular mediante su unidn al receptor AGER [343,344]. Aunque se ha demostrado que AGER
transduce las sefiales extracelulares de S100-A11 [345], la interaccidn directa entre ambas
proteinas, asi como la sefalizacion desencadenada en células tumorales de cadncer de mama,
todavia no han sido esclarecidas. La interaccién de AGER con las proteinas $100, incluyendo
S$100-A11, activa diversas moléculas o vias de sefializacidon intracelular, incluyendo MAPK
(ERK1/2, p38, SAPK/INK), STAT3 y AKT [346—348]. Asi, el incremento en la fosforilacion de STAT3
observado en este trabajo en las lineas HER2+ tras la incubacién con la proteina S100-A11 podria
estar asociado a la transduccidn de la sefializacidn via AGER, de la misma manera que este efecto
producido en STAT3 tras la adicidn de medio condicionado puede deberse, en parte, al efecto de
la S100-A11 secretada en ese medio condicionado mediante la activacién de AGER. Cabe

mencionar que la activacion de STAT3 via S100-A11 extracelular también ha sido reportada en

151



I Discusion

otros contextos patoldgicos distintos a cdncer, como modelos de nefrotoxicidad y de inflamacién

[348,349].

La contribucion de S100-A11 del secretoma de CAF-200 en |a fosforilacion de STAT3 se confirmé
mediante el silenciamiento génico de S100-A11 en el fibroblasto, demostrando una reduccién
en la capacidad del medio condicionado para fosforilar STAT3 en las lineas de cancer de mama
HER2+, sin alterar en cambio la fosforilacién de ERK y AKT. Sato y colaboradores también
observaron una menor fosforilacion de STAT3 tras la neutralizacion de la actividad de S100-A11
en su modelo celular in vitro de mesotelioma pleural. Ademas, el bloqueo de la activacion de
STAT3 mediante el tratamiento con stattic permitid a los investigadores inhibir la proliferacién
celular inducida por S100-A11 [331]. De manera similar, en este trabajo se consiguid la
resensibilizacion de las lineas tumorales BT-474 y EFM-192A a la terapia TPD mediante el
tratamiento combinado con stattic, en presencia de S100-A11 o de medio condicionado de CAF-
200. En BT-474 y otras lineas tumorales de cancer de mama HER2+ la combinacién de stattic con
trastuzumab ha demostrado tener un efecto sinérgico en la inhibicién de la proliferacion celular
in vitro [246]. En conjunto, los resultados sugeririan que la resistencia en nuestro modelo se
debe, en parte, a la activacidon de STAT3 mediada por la proteina S100-A11 derivada de CAF-200,

y es susceptible de revertirse mediante la intervencién directa en dicha ruta de sefializacidn.

3.3. Reversion de la resistencia a la terapia TPD mediante la inhibicion farmacolégica del eje

S100-A11/AGER

La forma secretada de S100-A11 estimula el crecimiento celular principalmente a través de su
unién al receptor AGER [331,335,343,344]. Se conoce que AGER es un receptor de superficie
celular que activa multiples cascadas de sefializacidn, constituyendo un nodo de estimulo de
mecanismos de crecimiento y estrés celular asociados a la carcinogénesis y la progresion
tumoral. Su sobreexpresion ha sido reportada en distintos tipos tumorales, incluyendo los
tumores de mama [199,350], por lo que algunos autores han sugerido su papel como

biomarcador y diana terapéutica en cancer [188,203,206,351].

En el modelo de resistencia con S100-A11 empleado en este trabajo se evalud el efecto del
blogueo del eje S100-A11/AGER utilizando azeliragon, un antagonista selectivo del receptor
[207]. La inhibicion farmacoldgica de AGER aumenté la sensibilidad de las células al tratamiento
con TPD, revirtiendo de manera significativa la resistencia inducida por S100-A11 exdgena. Estos
resultados sugirieron la participacién de AGER en el mecanismo de resistencia a la terapia
generado por S100-A11 en las lineas de cdncer de mama HER2+ BT-474 y EFM-192A. De la misma

manera, el tratamiento con azeliragon resultd en una disminucion parcial de la resistencia a la
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terapia mediada por el medio condicionado de CAF-200, sugiriendo el papel del receptor en la

transmisidon de parte de las multiples sefiales derivadas del secretoma del fibroblasto que
contribuyen en el proceso de resistencia. Diversos estudios han demostrado, en otros tipos de
cancer, la inhibicién de la proliferacién celular tras inducir el bloqueo farmacolégico de AGER
[352,353], y especificamente del eje S100-A11/AGER [331,354]. Ademas, estudios en modelos
murinos de cdncer de mama TN han sefialado la inhibicién del crecimiento tumoral in vivo tras
la modulacidn farmacolégica y génica de AGER [201,203]. Aunque la funcién de azeliragon no ha
sido ampliamente explorada en modelos de cancer, recientemente algunos estudios en cancer
de mama han reportado el uso de este inhibidor y de compuestos derivados en modelos murinos
de cancer de mama TN [209,210]. Magna y colaboradores indicaron la inhibicion del crecimiento
tumoral y de la actividad metastasica tras el tratamiento con azeliragon en un modelo murino de
xenoinjerto de TN. Sin embargo, en su modelo in vitro no hallaron un efecto del inhibidor en la

viabilidad y la proliferacidén celular [209].

En conjunto, la literatura sugiere el potencial de la inhibicién farmacoldgica de AGER para
atenuar la proliferacién y el crecimiento tumoral, avalando nuestros resultados obtenidos con
azeliragon en lineas HER2+. Es indispensable en este punto sefialar la relevancia y el interés que
tendria para este trabajo desarrollar un modelo murino que permitiera confirmar los hallazgos
obtenidos en nuestro modelo de resistencia generado con S100-A11, con el objetivo de evaluar

in vivo el efecto de azeliragon en la resensibilizacién de las lineas HER2+ a la terapia TPD.

A nivel molecular, el tratamiento con azeliragon resulté en una disminucién de la fosforilacion
de STAT3 en las células tratadas con TPD e incubadas con la proteina S100-A11, sugiriendo que
la inhibicién de la resistencia observada con azeliragon en estas condiciones experimentales
podria estar asociada a la reduccidon de p-STAT3. Por otro lado, el tratamiento con azeliragon
produjo un incremento en la fosforilacion de ERK en las lineas HER2+ incubadas con S100-A11
en ausencia de la terapia. Segln sugieren algunos autores, esta activacién podria estar asociada
a una respuesta de compensacion debida a la disminucidn en la fosforilacién de STAT3 observada
[331,355]. Otros estudios han sefialado previamente la reduccion de los niveles de fosforilacién
de STAT3 tras el bloqueo de AGER en modelos de cancer de mama de subtipo TN [201,209].
Magna y colaboradores indicaron el efecto de azeliragon en la supresion de la metastasis en
lineas celulares, mediada por una disminucidon de la fosforilacién de STAT3 [209]. Nasser y
colaboradores, mediante la inhibicion de AGER también sefialaron el papel de STAT3 en el
mecanismo asociado al crecimiento tumoral y metastasis inducido por el receptor en modelos

murinos [201]. Por otro lado, estudios con modelos celulares en el drea de investigacion en
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enfermedad de Alzheimer también han indicado la afectacion de la via JAK/STAT y la reduccién

de p-STAT3 por efecto del tratamiento con azeliragon [356,357].

Los hallazgos con azeliragon demostraron inhibir la fosforilacion de STAT3 vy la resistencia a la
terapia TPD inducidas por S100-A11, demostrando el papel de AGER en la transmisién de la
sefalizacién intracelular mediada por la proteina. La contribucién de la actividad de STAT3 en el
mecanismo de resistencia mediado por S100-A11 en las lineas HER2+ fue confirmada tras el
bloqueo de STAT3 mediante stattic, consiguiendo la resensibilizacidn de las lineas a la terapia
TPD. En conjunto, los resultados de este trabajo revelaron el eje S100-A11/AGER/p-STAT3 como
potencial mecanismo de resistencia a la terapia TPD y el receptor AGER como posible diana
terapéutica. Estos hallazgos sugieren la relevancia de la modulaciéon de la actividad del secretoma
de los CAF como posible estrategia terapéutica para superar la resistencia a la terapia anti-HER2

combinada con taxanos en el cancer de mama HER2+ (Figura 41).

—<_¢ , = $100-A11
CAF
% K‘O | Azeliragon |
o o AGER
6 $100-A11 =
¢ \ Stattic‘t\
Tumor HER2+ P STAT3 \/ Respuesta a terapia
> anti-HER2 + taxanos ¥

Figura 41. Modelo de resistencia al tratamiento anti-HER2 propuesto en este trabajo. La proteina
S$100-A11 secretada por los fibroblastos asociados a cdncer (CAF) ejerce un efecto paracrino,
influyendo en la biologia del tumor de mama HER2+. La unidn de S100-A11 al receptor AGER de
la membrana de las células tumorales produce la fosforilacion y activacion de STAT3 intracelular,
desencadenando una reaccion bioldgica asociada a una reduccion de la respuesta de estas
células tumorales al tratamiento con terapia anti-HER2, basada en trastuzumab y pertuzumab,
combinada con taxanos. El bloqueo farmacoldgico del eje S100-A11/AGER/p-STAT3 mediante
azeliragon (un antagonista de AGER) o stattic (un inhibidor de STAT3) permite revertir la
resistencia de las células tumorales a esta combinacion terapéutica, mejorando la eficacia de la
terapia anti-HER2 combinada con taxanos en los tumores de mama HER2+. Creado con

BioRender.com.
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3.4. Significado clinico de la expresién de S100-A11 en los CAF en la respuesta a la terapia

anti-HER2 neoadyuvante en tumores de mama HER2+ de estadio precoz

La literatura ha indicado la sobreexpresién de S100-A11 en tumores de mama, sugiriendo su
funcién oncogénica y su contribucién al desarrollo de la enfermedad [168,172,176,180]. Aunque
la funcion particular de S100-A11 en cancer de mama todavia no se conoce con claridad, su
expresion diferencial hallada en estos tumores ha conducido a su emergencia como posible
biomarcador asociado a mal prondstico [172,176,177]. Recientemente, tras el analisis de la
expresion de S100-A11 en un panel de distintos tipos tumorales, incluyendo tumores de mama,
se ha indicado su asociacion con la resistencia a diversos farmacos, asi como su correlacion con
la presencia de CAF y de otras células del TME, como macréfagos y linfocitos T reguladores, que
favorecen la generacién de un microambiente de caracter inmunosupresor [180]. La evidencia
cientifica reciente sefiala el posible valor prondstico y predictivo de algunos componentes del
TME, como por ejemplo el caso de los linfocitos infiltrantes de tumor estromales (sTILs, por sus
siglas en inglés) [358]. Ademas, el papel del sistema inmune y de células NK CD57* circulantes ha
sido explorado en relacién con la pCR a trastuzumab y pertuzumab en el cancer de mama precoz
HER2+ [359,360]. Sin embargo, la funcién de la proteina S100-A11 derivada especificamente de
los CAF (u otras células del TME) y su valor prondstico y/o predictivo de respuesta a terapia en

tumores de mama todavia no han sido reportados en la literatura.

Teniendo en cuenta los hallazgos obtenidos en nuestro modelo in vitro, se realizd un estudio
retrospectivo analizando de la expresidn de S100-A11 en fibroblastos estromales, o CAF, en
biopsias de tumores diagnosticados de carcinoma de mama HER2+ de estadio precoz, con el
objetivo de evaluar su influencia en el resultado clinico de las pacientes tras el tratamiento

neoadyuvante con trastuzumab y pertuzumab mds quimioterapia basada en taxanos.

En cuanto al estudio de la expresion y distribucién subcelular, los tumores de mama HER2+
analizados mostraron expresion de S100-A11 en las células tumorales, predominantemente
citoplasmatica, halldndose también su expresion en nucleos, tal y como ha sido previamente
reportado en la literatura [168,176]. Sin embargo, el objetivo de este trabajo fue la identificacion
de la expresion de S100-A11 en el componente estromal, en cuyo caso se detectd tanto en el
citoplasma como en el nucleo de los fibroblastos asociados a tumor. Por otro lado, de acuerdo
con la funcion de la proteina p-STAT3 como factor de transcripcidon nuclear, su expresion fue
detectada principalmente en el nucleo de las células neoplasicas, tal y como se ha descrito

previamente en tumores de mama HER2+ [246].
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Inicialmente no se detectd la correlacion de la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF con las
variables clinico-patoldgicas analizadas, excepto con la expresidn de PR, con la que si se hallé
una asociacidn estadisticamente significativa. Ademas, aunque no se alcanzd la significancia
estadistica, se detectd una posible asociacidon con un fenotipo de ER positivo. Aunque no hay
estudios publicados que analicen la correlacion de la expresion de S100-All identificada
especificamente en el estroma tumoral con variables clinico-patolégicas, algunos trabajos con
casos clinicos si han abordado este tipo de asociacion en relacién con la expresion de S100-A11
en tumores de mama. En ese contexto, el trabajo de McKiernan y colaboradores sefialé una
correlacion de los niveles de ARNm de S100-A11 con un mayor grado histoldgico, asi como con
un fenotipo de ER negativo, en tumores de mama de estadio temprano [177]. Por otro lado, Liu
y colaboradores reportaron que la expresién de S100-A11 en tumores de mama de tipo CDI no
correlacionaba con el grado histoldgico, el tamafio tumoral, o con el estado de receptores
hormonales [176]. Por otro lado, el estudio de los niveles de p-STAT3 en las células tumorales en
este trabajo no mostré una asociacidn con los factores clinico-patolédgicos analizados, aunque,
de manera similar a S100-A11, los datos también sugirieron su posible correlacién con la
expresion de ER de la cohorte. Estudios de la correlacidn clinico-patoldgica de la expresidon de p-
STAT3 en tumores de mama han indicado su asociacién con el tamano tumoral [361]. Sin
embargo, recientemente el grupo de Nakagawa no observé la asociacidn entre la expresiéon de
p-STAT3 en tumores de mama ER+, ER- o de subtipo TN, con factores como el tamafio tumoral o

la expresion de receptores hormonales [362].

En los tumores de mama HER2+ incluidos en este estudio, la expresién de S100-A11 en los CAF
correlaciond de forma estadisticamente significativa con la respuesta patoldgica del tumor,
observandose en el grupo de tumores con sobreexpresion de S100-A11 en los CAF una
disminucidn significativa de casos que habian alcanzado respuesta G5 de Miller y Payne. Aunque
en cuanto a la respuesta axilar no se encontrdé una correlacidén con significancia estadistica, en
los tumores que presentaban CAF con alta expresion de S100-Al11 se identificé una mayor
proporcion de casos con presencia de células tumorales en axila postratamiento, respecto a la
proporcidn de casos sin respuesta axilar hallada en el grupo de tumores con baja expresion de
S$100-A11. Dado que la presencia de enfermedad residual tras el tratamiento neoadyuvante es
una situacion asociada a la resistencia del tumor a la terapia, el criterio de evaluacién clinica
seguido en este estudio fue la respuesta patoldgica tras el tratamiento anti-HER2 neoadyuvante.
La mayoria de los tumores de mama HER2+ que tenian alta expresion S100-A11 en los CAF
manifestaron enfermedad residual tras haber recibido la terapia anti-HER2, mientras que una

minoria alcanzd pCR. Esta reduccién significativa de la respuesta patoldgica observada en el

156



iscusion |

grupo con alta expresion de S100-Al11 sugirio, en concordancia con los hallazgos obtenidos

previamente en este trabajo en lineas celulares de cdncer de mama HER2+, que la proteina S100-
A11 asociada a los CAF puede tener un papel clave en la respuesta del tumor a la terapia basada

en la combinacién de trastuzumab y pertuzumab mas taxanos.

Sonnenblick y colaboradores indicaron en su investigacidn que la activacion de STAT3 en tumores
de mama HER2+ de estadio precoz se asociaba con una firma genética asociada a la presencia
de un estroma reactivo con un caracter predictivo de la respuesta a trastuzumab [230]. Sin
embargo, en este trabajo la expresion de p-STAT3 en las células tumorales de forma individual
no mostré estar correlacionada con la respuesta patoldgica a la terapia anti-HER2 en los tumores

de mama HER2+ de estadio precoz del estudio.

En la cohorte de este estudio se demostré la correlacion entre la sobreexpresion de S100-A11
en los CAF con la presencia de altos niveles de p-STAT3 en las células tumorales, por lo que la
mayoria de los tumores que sobreexpresaban S100-A11 en los CAF presentaban también una
alta expresion de p-STAT3 en las células tumorales. De acuerdo con los hallazgos obtenidos
previamente en nuestra experimentacién in vitro, este resultado revelé una asociacién entre la
actividad celular y bioldgica desarrollada por ambas proteinas en el entorno de los tumores de
mama HER2+. En la mayoria de los tumores que presentaban sobreexpresion tanto de S100-A11
como de p-STAT3 se detecté enfermedad residual tras el tratamiento neoadyuvante, siendo
ademas éste el tipo de tumor (en cuanto a la expresién de ambos marcadores) identificado con
mayor frecuencia dentro del total de tumores que presentaron enfermedad residual. Por otro
lado, un nimero muy reducido de casos de la serie fueron atribuidos a la categoria de tumores
S$100-A11 alta expresion/p-STAT3 baja expresion, por lo que no se pudo hallar en este caso una
asociaciéon concluyente con la respuesta patoldgica. La proporcion de este grupo de tumores que
pese a la baja expresion de p-STAT3 si presentd enfermedad residual, posiblemente tengan
asociado un mecanismo de resistencia a la terapia en el que contribuyan en mayor proporcion
ejes de sefializacion distintos al eje S100-A11/p-STAT3, teniendo en cuenta que S100-A11 puede
activar otros eventos de sefalizacion intracelular, como las proteinas MAPK y AKT [346,347], que
podrian estar reduciendo la eficacia del tratamiento anti-HER2. Ademas, tal y como se ha
mencionado anteriormente, ademas de la proteina S100-A11, multiples factores del TME
pueden estar contribuyendo a los mecanismos moleculares que subyacen a la resistencia a la
terapia, obstaculizando la respuesta patoldgica del tumor. Los tumores clasificados con baja
expresion de S100-A11 tuvieron mayoritariamente pCR, tanto si ésta iba acompafiada de la alta
como de la baja expresién de p-STAT3 en las células tumorales. Cabe mencionar que en los

tumores en los que la baja expresion de S100-A11 en CAF iba acompafiada de una alta expresion
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de p-STAT3 en células tumorales es posible que otras moléculas, ademas de S100-A11, puedan
estar gobernando la activacién de STAT3. La mayor parte de este grupo de tumores alcanzé pCR
a pesar de la sobreexpresion de p-STAT3, por lo que la actividad del factor de transcripcién en
este caso podria estar asociada a la regulacion de otros procesos celulares no implicados en la
generacion de resistencia a la terapia. Ademas, en este escenario, con baja expresién de S100-
A11, probablemente la contribucidn de otras moléculas del TME y la regulacién de otras vias de
sefializacién podria estar también interrelacionada con la actividad de p-STAT3, determinando el

hecho de que estos tumores finalmente no presenten resistencia al tratamiento y alcancen la

pCR.

El régimen de tratamiento basado en el doble bloqueo anti-HER2 ha demostrado un importante
beneficio clinico en las pacientes con cdncer de mama HER2+ de estadio precoz, mejorando la
SLE a 5 afios [53]. Por este motivo, el numero de casos de recaida de la enfermedad y de exitus
identificados en la cohorte fue pequefio, dificultando la posibilidad de inferir en la posible
relacién de la expresidn de la proteina S100-A11 estromal con la recaida de la enfermedad y las
curvas de supervivencia. No obstante, dado que el riesgo de recaida de la enfermedad es
significativamente mayor en pacientes con enfermedad residual postratamiento [66,363,364], la
pCR de los tumores se considera un criterio de valoracion sustituto (variable subrogada) para la
prediccién del beneficio clinico a largo plazo, en términos de SLE. En este estudio, el analisis de
asociaciéon entre la expresion de S100-A11 en los CAF y la presencia de enfermedad residual
demostré una correlacién positiva entre ambos factores, sugiriendo por lo tanto el valor
prondstico de la expresidn de S100-A11 en los CAF, asociandose a una mayor probabilidad de

recaida a largo plazo y, por lo tanto, a un peor prondstico en las pacientes de estadio precoz.

En resumen, los resultados demostraron que la expresion de S100-A11 en los CAF se comportd
como un factor de mal pronéstico en la cohorte de casos del estudio, correlacionando con la
presencia de enfermedad residual tras el tratamiento anti-HER2 neoadyuvante. Esto sugeriria el
posible valor prondstico de S100-A11 en los CAF, asocidndose a una mayor probabilidad de no
alcanzar pCRYy, por lo tanto, de presentar recaida de la enfermedad a largo plazo, en las pacientes
de cdncer de mama precoz HER2+. En cuanto a su papel en la respuesta a la terapia anti-HER2,
nuestros hallazgos indicaron su correlaciéon con una peor respuesta patoldgica al tratamiento,
sugiriendo el valor de la proteina S100-A11 en los CAF como un posible biomarcador predictivo
de respuesta a la terapia anti-HER2 neoadyuvante en las pacientes de cancer de mama HER2+
de estadio precoz. La expresion de p-STAT3 en las células tumorales individualmente carecié de

valor prondstico o predictivo en la cohorte de casos estudiados. Sin embargo, la expresion de p-
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STAT3 en las células tumorales si demostré estar correlacionada con la expresién de S100-A11

en los CAF en los tumores HER2+, indicando la relacién bioldgica entre la proteina S100-A11
estromal y la activacién del factor de transcripcion en los tumores HER2+. No obstante, S100-
A11 parecid ser, en esta cohorte de casos, el factor que podria estar asociado a la respuesta de
los tumores al tratamiento neoadyuvante. En este sentido, la determinacién de los niveles de
S100-A11 en los CAF de las pacientes con cancer de mama precoz HER2+ candidatas al
tratamiento anti-HER2 podria ser empleada como biomarcador predictivo de la respuesta al
tratamiento. No obstante, para ello seria necesario profundizar en esta investigacién con futuros
estudios que permitieran esclarecer el posible valor de la proteina S100-A11 en los CAF como
biomarcador predictivo de respuesta a la terapia anti-HER2 neoadyuvante. En ese caso, la
combinacion de la terapia anti-HER2 con terapia dirigida a la proteina S100-A11 de los CAF podria
emerger como una estrategia terapéutica para las pacientes de estadio precoz con
sobreexpresion de S100-A11, mejorando la tasa de pCR y la eficacia de la terapia anti-HER2 en

el cancer de mama HER2+.

Finalmente, es relevante sefialar algunas de las limitaciones que presentd este estudio. En primer
lugar, una limitacion seria el hecho de partir de una uUnica linea de CAF para la identificacién de
factores con un papel en la generacién de resistencia a la terapia anti-HER2, y de dos lineas
celulares de cancer de mama HER2+ para llevar a cabo la caracterizacién celular y molecular del
modelo de resistencia generado por la proteina S100-A11. Por otro lado, pese a que AGER es el
principal receptor descrito en la transduccién de la sefalizacion mediada por S100-Al1
extracelular, el papel de otros receptores, como TLR-4, también ha sido sugerido en la
transduccién de la sefial de las proteinas S100 [158,365]. Aunque esto ha sido confirmado para
el caso particular de otros miembros de la familia S100, como S100-A8 y S100-A9 [243], seria
interesante tener en cuenta su posible papel en nuestro modelo experimental. Ademas, es
necesario mencionar que AGER puede unir otros ligandos ademds de S100-A11 [194], resultando
recomendable profundizar y caracterizar su funcion en el modelo experimental propuesto, en
relacidon con la modulacién farmacolégica del receptor. Por otro lado, aunque los resultados en
muestras clinicas de pacientes de cancer de mama HER2+ permitieron reforzar los datos
derivados de los ensayos in vitro, también se presentaron algunas limitaciones para tener en
cuenta de cara a la interpretacién de los resultados. En primer lugar, el hecho de ser un estudio
unicéntrico y retrospectivo, dado que esto repercute en el tamafio muestral, asi como en el
impacto y la relevancia de los resultados a nivel clinico. Ademas, dada la disponibilidad del
nimero de muestras procedentes de casos que cumplieran con las caracteristicas necesarias

(tratamiento, seguimiento...) para su inclusion en este estudio clinico, en el disefio de este no se
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estimé mediante cdlculo matematico el tamafo muestral apropiado, influyendo por lo tanto en
la potencia estadistica del estudio. Finalmente, pese a que la mediana de seguimiento de los
casos fue adecuada, una proporcién de casos presentaba un tiempo de seguimiento inferior a la
misma, lo cual podria suponer una limitacidn del ensayo, influyendo ademas en la evaluacién de

los eventos de recaida a largo plazo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que:

1. El medio condicionado derivado de la linea de fibroblastos CAF-200, tratada con
trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel, aumentd la resistencia de las lineas celulares
de cancer de mama HER2+ BT-474 y EFM-192A a esta combinacion terapéutica.

2. La exposiciéon de las lineas BT-474 y EFM-192A al medio condicionado de CAF-200
estimulé su capacidad de migracion y de formacion de esferoides, contrarrestando el
efecto del tratamiento con trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel.

3. Elmedio condicionado de CAF-200 resulté en un incremento de la fosforilacion de STAT3
(tirosina 705) y ERK (treonina 202/tirosina 204) en las lineas BT-474 y EFM-192A, en
ausencia y presencia de la terapia basada en trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel.

4. El tratamiento de CAF-200 con trastuzumab y pertuzumab mds docetaxel resultd en un
aumento de su capacidad migratoria, mientras que no alterd su tasa de proliferacién.
Ademas, modulé el perfil de secrecién del fibroblasto, modificando la abundancia de
determinadas proteinas.

5. La validacidon funcional de las proteinas 14-3-3, CCL2, HMGB1, HSP90-a, PAI-1 y S100-
A11, realizada mediante su adicion exdgena de forma individual, resulté, en todos los
casos, en un incremento de la proliferacién celular de al menos una linea celular HER2+,
en presencia de la terapia con trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel.

6. La adicion exdégena de la proteina S100-A11l generd resistencia al tratamiento con
trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel en BT-474 y EFM-192A. Por el contrario, la
reduccién del nivel de S100-A11 en el medio condicionado derivado del fibroblasto CAF-
200 dio lugar a una disminucion en la capacidad del medio para inducir resistencia a esta
combinacion terapéutica.

7. Laadicidn exégena de S100-A11 incrementé la fosforilacién de STAT3 en BT-474 y EFM-
192A vy, de manera moderada, la de ERKy AKT (serina 473) respectivamente, en ausencia
y presencia de la terapia con trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel. Por otro lado,
la fosforilacién de STAT3 inducida en BT-474 y EFM-192A por el medio condicionado de
CAF-200 se redujo tras la disminucion de la cantidad de S100-A11 en el medio.

8. El tratamiento con stattic o con azeliragon redujo la proliferacidn de las células BT-474
y EFM-192A tratadas con trastuzumab y pertuzumab mas docetaxel, incubadas con
S$100-A11 exdgena, revirtiendo la resistencia a esta combinacién terapéutica inducida
por la proteina S100-A11.

9. En la serie de casos clinicos de cdncer de mama precoz HER2+ incluidos en la cohorte

del estudio, la sobreexpresion de S100-A11 en los CAF correlaciond con la presencia de
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10.

enfermedad residual y con peores tasas de pCR, comportdndose como un factor
asociado a mal prondstico.

La sobreexpresion de S100-A11 en los CAF correlaciond con una alta expresion de p-
STAT3 en las células tumorales de los tumores de mama HER2+ de estadio precoz
incluidos en el estudio. Del total de casos que no alcanzaron pCR, los tumores
identificados con mayor frecuencia fueron aquellos que presentaban sobreexpresién de

S100-A11 en los CAF y sobreexpresion de p-STAT3 en las células tumorales.
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Anexo |-Formulario de aprobacién del Comité Etico

B Fundacion Jiménez Diaz

srupo ¥'quironsalud
Comité de Etica de la Investigacion

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Dra. Lucia Llanos Jiménez, Secretaria Técnica del COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE LA
FUNDACION JIMENEZ DIAZ
CERTIFICA:

Que en la reunion del CEIm-FJD que tuvo lugar el 18 de diciembre de 2018 (acta n°® 22/18) se evalud el
estudio referido y, ha decidido, una vez aceptadas las respuestas a las aclaraciones menores:

APROBAR

La propuesta para que se realice el estudio titulado: “Caracterizacion y repercusion terapéutica de la
ecologia del cancer de mama HER2 positivo”. PI18/00382. Version de Abril de 2019

1. En dicha reunion se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacion vigente —Real decreto
1090/2015 y Decreto 39/94 de la CAM- para que la decision del citado CEIm sea valida.

2. El Estudio retne las normas éticas estandar de nuestra Institucion para la realizacion de este tipo de
estudios.

3. Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Orden SAS 3470/2009 y la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos y en sus posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por la normativa
aplicable en funcién de las caracteristicas del estudio.

4. EI CEImFJD, tanto en su composicion como en sus procedimientos, cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95) y con la legislacién vigente que regula su funcionamiento, y que la composicion
del CEIm FJD es la indicada en el anexo |, teniendo en cuenta que en el caso de que algun miembro
participe en el estudio o declare algun conflicto de interés no habra participado en la evaluacion ni
en el dictamen.

5. Asimismo, hacemos constar que existe contraprestacion econdémica para el centro, segun
convocatoria de la ayuda.

6. Ademas, este comité recuerda la obligacion de realizar el seguimiento del estudio de acuerdo a la
legislacion vigente.

Lo que firmo en Madrid a 11 de Abril de 2019

Dra. Lucia Llanos Jiménez
Secretaria Técnica CEImFJD

Conocido y conforme: Ve B®

PIC179-18_FJD
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Anexo ll-Listado de publicaciones
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