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RESUMEN

El cancer de endometrio es la neoplasia ginecoldgica mas frecuente en nuestra poblacién. La
mayoria de pacientes son diagnosticadas en estadios tempranos y tienen prondsticos
favorables. Aun asi, un porcentaje de pacientes situado entre un 10% y un 20%, pueden
presentar recidivas o diagnosticarse en fases mas avanzadas de la neoplasia, por lo que la
investigacion en esta patologia debe colaborar en el desarrollo de nuevas estrategias para
precisar el prondstico y las opciones terapéuticas. Las catecolaminas, que intervienen como
neurotransmisores en respuesta al estrés fisico o emocional, se han perfilado como uno de los
principales mediadores de la relacion entre el estrés crdnico y la progresion del cancer. Existen
datos que sugieren que las células tumorales utilizan los neurotransmisores y sus
neuroreceptores para activar los mecanismos de crecimiento tumoral y metastasis a través de
vias neuroendocrinas y fibras nerviosas que forman parte del denominado microambiente
tumoral.

El trabajo que se plantea en esta tesis doctoral surge de la investigacion con muestras de
pacientes, modelos in vivo y lineas celulares de cancer de endometrio; con el objetivo de
caracterizar el papel de los receptores catecolaminérgicos en la progresion de este tipo
tumoral. El analisis de la expresién a nivel de ARNm para los distintos subtipos de receptores
catecolaminérgicos, asociado a la revision de resultados de la literatura, ha permitido escoger
ADRB2, DRD1 y DRD2 como principales dianas a evaluar por la técnica inmunohistoquimica.
Nuestros datos sugieren el receptor adrenérgico ADRB2 no determina el prondstico de las
pacientes evaluadas, a diferencia de lo que se ha descrito en otras neoplasias. Por su parte
DRD1 presenta una expresion reducida en el tumor con respecto al tejido endometrial sano.
El analisis de la asociacion del receptor con las variables clinico-patoldgicas sugiere que su
expresion podria tener una relacion inversa en referencia al tamafio y al estadio tumoral.
Finalmente, la sobreexpresion de DRD2 se asocia significativamente al tipo histolégico de
cancer de endometrio no endometrioide, a tumores de alto grado histolégico y también a una
peor supervivencia libre de enfermedad y global en la cohorte de pacientes estudiada.

Ademas, hemos establecido dos modelos xendgrafos derivados de muestras de paciente
implantados a nivel ortotdpico en ratdn. Estos modelos presentan una mayor relevancia
traslacional y clinica. Inicialmente se ha comprobado su viabilidad, asi como la capacidad de
implantacion y diseminacién tumoral. El modelo generado a partir del tumor END 17 presenta
una progresion mas rapida y un peso medio tumoral final superior al modelo END 19, a la vez
gue una supervivencia menor; definiéndose como potencial modelo de cadncer de endometrio
agresivo.
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Ademas, se ha confirmado en ambos modelos la conservacion de las caracteristicas del tumor
original a partir del perfil inmunohistoquimico y del patrén de expresién de los receptores
catecolaminérgicos en el tumor generado. Por otra parte, la experimentacién in vitro, nos ha
permitido evaluar el efecto de la neuromodulacidn de las vias de sefializacién adrenérgica y
dopaminérgica en lineas celulares representativas de cancer de endometrio, y su potencial
utilizacion en terapia antitumoral. La combinacién del agonismo de DRD1 y del antagonismo
de DRD2 ha inducido una reduccién significativamente mayor en la capacidad de proliferacion
celular de la linea AN3CA, comparado con su tratamiento en monoterapia, representando una
novedosa estrategia terapéutica.

La informacion obtenida de este proyecto aporta a la comunidad cientifica nuevo
conocimiento sobre el papel de los receptores catecolaminérgicos en cancer de endometrio.
Su aplicacidn a nivel prondstico y/o terapéutico, podria contribuir a mejorar el manejo clinico
de las pacientes. A partir de este punto, se pueden definir dos vias de actuacién. En primer
lugar, proseguir la experimentacidn para caracterizar mas en detalle, la contribucién nerviosa
al microentorno tumoral y los mecanismos implicados en dicha contribucién. En segundo lugar,
evaluar la efectividad terapéutica de la combinacién de agonistas y antagonistas
dopaminérgicos en el ambito preclinico y valorar el reposicionamiento de algunos farmacos ya
aprobados que podrian tener nuevas aplicaciones a nivel oncolégico.
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RESUM

El cancer d'endometri és la neoplasia ginecologica més freqlient a la nostra poblacid. La
majoria de pacients sén diagnosticades en estadis inicials i tenen pronostics favorables. Tot i
aixi, un percentatge de pacients situat entre un 10% i un 20%, poden presentar recidives o
diagnosticar-se en fases més avancades de la neoplasia, per tant, la investigacid en aquesta
patologia ha centrar-se en desenvolupar noves estrategies per precisar el pronostic i millorar
les opcions terapeutiques. Les catecolamines, que intervenen com a neurotransmissors en
resposta a l'estrés fisic o emocional, s'han perfilat com un dels principals mediadors de la
relacio entre |'estres cronic i la progressié del cancer. Hi ha dades que suggereixen que les
cél-lules tumorals utilitzen els neurotransmissors i els seus neuroreceptors per activar els
mecanismes de creixement tumoral i metastasi a través de vies neuroendocrines i fibres
nervioses que formen part de I'anomenat microambient tumoral.

El treball que es planteja en aquesta tesi doctoral sorgeix de la investigacié amb mostres de
pacients, amb models in vivo i amb linies cel-lulars de cancer d'endometri per tal de
caracteritzar el paper dels receptors catecolamineérgics en la progressio d'aquest tipus tumoral.
L'analisi de I'expressié a nivell d’ARNm per als diferents subtipus de receptors
catecolamineérgics, associat a la revisié de resultats de la literatura, ha permés escollir ADRB2,
DRD1 i DRD2 com a principals dianes a ser avaluades mitjancant la tecnica
immunohistoquimica. Les nostres dades suggereixen que el receptor adrenéergic ADRB2 no
determina el pronostic de les pacients avaluades, a diferéncia del que s'ha descrit en altres
neoplasies. Per |la seva banda DRD1 presenta una expressio reduida al tumor respecte al teixit
endometrial sa. L'analisi de |'associacié del receptor amb les variables clinico-patologiques
suggereix que la seva expressidé podria tenir una relacié inversa en referéencia a la mida del
tumor i a I'estadi tumoral. Finalment, la sobreexpressié de DRD2 s’associa significativament al
tipus histologic de cancer d'endometri no endometrioide, a tumors d'alt grau histologic i també
a una pitjor supervivéncia lliure de malaltia i global en la cohort de pacients estudiada.

A més, hem establert dos models xenografs derivats de mostres de pacient implantats a nivell
ortotopic en ratoli. Aquests models presenten una major rellevancia traslacional i clinica.
Inicialment se n'ha comprovat la viabilitat, aixi com la capacitat d'implantacié i disseminacié
tumoral. El model generat a partir del tumor END 17 presenta una progressido més rapida i un
pes mitja tumoral final superior al model END 19, alhora que una supervivéncia menor;
definint-se per tant com un potencial model de cancer d’endometri agressiu. A més, s'ha
confirmat en tots dos models la conservacid de les caracteristiques del tumor original a partir
del perfil immunohistoquimic i del patré d'expressid dels receptors catecolaminérgics al tumor
generat.
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D'altra banda, 'experimentacié in vitro ens ha permés avaluar |'efecte de la neuromodulacié
de les vies de senyalitzacio adrenérgica i dopamineérgica en linies cel-lulars representatives de
cancer d’endometri i la seva potencial utilitzacié en terapia antitumoral. La combinacié de
I'agonisme de DRD1 i de I'antagonisme de DRD2 ha induit una reduccié significativament
superior en la capacitat de proliferacié cel-lular de la linia AN3CA, comparat amb el seu
tractament en monoterapia, representant una nova estrategia terapeutica.

La informacié obtinguda en aquest projecte aporta a la comunitat cientifica coneixement
innovador sobre el paper dels receptors catecolaminergics en cancer d’endometri. La seva
aplicacid a nivell pronostic i/o terapéutic podria contribuir a millorar el maneig clinic de les
pacients que el pateixen. A partir d’aquest punt, es poden definir dues vies d’actuacio. En
primer lloc, prosseguir I'experimentacié per caracteritzar més detalladament la contribucié
nerviosa al microentorn tumoral aixi com els mecanismes implicats. En segon lloc, avaluar
I’efectivitat terapeutica de la combinacié d’agonistes i antagonistes dopaminérgics en I'ambit
preclinic i valorar el reposicionament d’alguns farmacs ja aprovats i que podrien tenir noves
aplicacions a nivell oncologic.
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SUMMARY

Endometrial cancer is the most common gynecologic malignancy in our population. Most
patients are diagnosed in early stages and have favorable prognoses. However, somewhere
between 10% and 20% of those patients may present recurrences or be diagnosed in more
advanced stages. Therefore, researchers must make a concerted effort to develop new
strategies to optimize the prognosis and offer new therapeutic options for this pathology.
Catecholamines, which act as neurotransmitters in response to physical or emotional stress,
have emerged as one of the main mediators of the relationship between chronic stress and
cancer progression. There are data suggesting that tumor cells use neurotransmitters and their
neuroreceptors to activate the mechanisms of tumor growth and metastasis via
neuroendocrine pathways and nerve fibers that are part of the so-called tumor
microenvironment.

The project proposed in this doctoral thesis arises from research based on patient samples, in
vivo models and established cell lines of endometrial cancer to characterize the role of
catecholaminergic receptors in the progression of this tumor. The analysis of the mRNA
expression levels for the different subtypes of catecholaminergic receptors along with the
results seen in a review of the literature, has made it possible to choose ADRB2, DRD1 and
DRD2 as the main targets to be evaluated by means of the immunohistochemical technique.
Our data suggest that ADRB2 does not determine the prognosis of the patients evaluated,
unlike what has been described in other tumor types. On the other hand, DRD1 has a reduced
expression in the tumor tissue compared to healthy endometrial tissue. The analysis of the
association of the receptor with clinicopathological variables suggests that its expression may
have an inverse relationship with tumor size and stage. Finally, DRD2 expression analysis is
significantly associated with non-endometrioid endometrial cancer, high grade FIGO
classification tumors and worse disease-free and overall survival in the cohort of patients
studied.

In addition, we have established two patient-derived xenograft models from patient samples
implanted orthotopically in mice. These models have greater translational and clinical
relevance. Initially, its viability as well as its capacity for tumor implantation and dissemination
have been verified. The model generated from the END 17 tumor shows a more rapid
progression and a greater tumor weight as well as shorter survival than the END 19 model,
thereby defining itself as a potential model of aggressive endometrial cancer. In addition, the
conservation of the characteristics of the original tumor has been confirmed in both models
based on the immunohistochemical profile and the expression pattern of the
catecholaminergic receptors in the generated tumor.
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In the end, in vitro experimentation has made it possible to evaluate the effect of
neuromodulation of adrenergic and dopaminergic signaling pathways in cell lines
representative of endometrial cancer and its potential use in antitumor therapy. The
combination of DRD1 agonism and DRD2 antagonism induce a significantly greater reduction
in the cell proliferation capacity of the AN3CA cell line, compared to its monotherapy
treatment, representing a new therapeutic strategy.

The information obtained from this project provides new knowledge to the scientific
community on the role of catecholaminergic receptors play in endometrial cancer. Its
application as a prognostic and/or therapeutic tools may well contribute to improving the
clinical management of affected patients. From this point, two courses of action can be
defined. First, continued experimentation to further characterize the nervous contribution to
the tumor microenvironment and the mechanisms involved in endometrial cancer is called for.
Second, there is a need to evaluate the therapeutic effectiveness of the combination of
dopaminergic agonists and antagonists at a preclinical level and to assess the repositioning of
some drugs already approved that might have new applications for oncological treatment.
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I.INTRODUCCION

1. Cancer de endometrio

1.1. Epidemiologia

El cdncer de endometrio (CE) es el tumor maligno del tracto genital femenino mas frecuente
en Europa y el segundo en mortalidad, después del cancer de ovario. En referencia a otras
neoplasias, es el cuarto tumor mas prevalente entre las mujeres tras el cancer de mama, el
cancer de colon y el cancer de pulmodn (1) (Figura 1).

En los ultimos afios se ha identificado un aumento en el diagndstico de la neoplasia de
endometrio en una proporcion del 1% anual (2). El incremento de la esperanza de vida de la
poblacién general asi como la obesidad, son dos factores asociados a este incremento; y
caracteristicos de un cancer con mayor incidencia en los paises desarrollados. La mayoria de
casos se presentan en pacientes postmenopausicas, con una edad media de 63 afios. Un
menor porcentaje, del 5-6% de pacientes, se diagnosticaran entre los 35 y los 44 afios y un
1,6% entre los 20 y los 34 afios.

La incidencia estandarizada de cancer de endometrio en la Unidn Europea por edad en 2020
fue de 16,6 casos/100.000 personas. En Espafia, en el mismo afio, se diagnosticaron
alrededor de 7000 casos de neoplasia de endometrio, correspondiente a una incidencia
estandarizada por edad de 13,1 casos/100.000 personas (Figura 2). La tasa de mortalidad es
de 2,2 muertes por cada 100.000 mujeres/afio (1). La supervivencia global a los 5 afios del
diagndstico es del 80%. En los estadios iniciales o localizados (I-Il) se sitia entorno a un 90%,
aungue en casos de diseminacién regional o a distancia disminuye hasta un 69% y 17%
respectivamente (3).
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Figura 1. Tasa estimada de incidencia estandarizada por edad de cancer de endometrio en Europa
por cada 100.000 mujeres en el aiio 2020. Adaptada de Globocan 2021 (1).
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Figura 2. Incidencia estandarizada de cancer de endometrio y otros tipos de tumores por edad y

tasa de mortalidad en Espaifa por cada 100.000 mujeres en el afo 2020. Adaptada de Globocan
2021(1).
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1.2. Etiopatogenia y factores de riesgo

Los factores de riesgo para el cancer de endometrio son multiples y pueden dividirse en
modificables, como por ejemplo los habitos de vida de cada paciente, o en no modificables
como el riesgo familiar (Tabla 1).

El factor de riesgo mas relevante, especialmente en el subtipo endometrioide, es la
exposicidon a estrégenos. La progesterona y los estrégenos actian de forma contrapuesta
manteniendo la homeostasis en el ciclo celular. La pérdida de este balance iniciaria el
proceso de carcinogénesis. Se han descrito varios mecanismos que pueden influir en este
efecto de los estrégenos sobre el endometrio (4). Cuando los estrogenos pierden su
oposicidon por la progesterona, se origina una mayor actividad mitdtica, lo que contribuye a
la inestabilidad gendmica y a la aparicion de una mayor tasa de errores de replicacion en el
ADN y de mutaciones somaticas. Ademds, estas alteraciones moleculares pueden
incrementar la actividad transcripcional del endometrio a través de una compleja red de
factores de transcripciéon dando lugar a la hiperplasia de endometrio que representa la lesion
precursora del cancer de endometrio (5).

La exposicion a estrégenos puede ser exdgena o enddgena. En el primer caso, la
administracion en forma de terapia estrogénica consiste en la toma diaria de bajas dosis de
estrégenos para reducir la sintomatologia de la menopausia. En pacientes con Utero intacto
debe asociarse en todos los casos a progesterona ya que su ausencia aumenta la incidencia
de hiperplasia hasta el 50% (6). Por otra parte, el Tamoxifeno es un farmaco utilizado en el
tratamiento del cancer de mama con expresién de receptores de estréogenos. Es un
modulador selectivo de estos receptores. Aunque a nivel de la mama presenta una accién
de bloqueo, en el endometrio estimula la proliferacién celular (7). En referencia a las fuentes
endégenas de estrégenos, podemos destacar diferentes situaciones fisiolégicas o
patoldgicas que pueden promover su incremento. La menarquia precoz o la menopausia
tardia aumentan el tiempo de exposicidon a estréogenos durante la vida reproductiva de la
mujer y por tanto el riesgo de desarrollar cancer de endometrio (8,9). Asimismo, la obesidad
es un reconocido factor de riesgo independiente de la patologia debido al incremento
asociado de niveles estrogénicos, de hiperinsulinemia y del estado de inflamacién crénica
(10). Los tumores productores de estrégenos como los tumores de las células de la granulosa
(11) y las condiciones que favorecen los ciclos anovulatorios como el sindrome de ovario
poliquistico en los que destaca un déficit de progesterona, se traducen también en una
mayor probabilidad de desarrollar cancer de endometrio (12). Por ultimo, circunstancias
como la nuliparidad y la esterilidad son factores que, por el hecho de disminuir el nimero
de gestaciones, incrementan el nimero de ciclos menstruales de forma concordante.
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Ademas, los cambios hormonales durante el embarazo podrian explicar esta asociacion,
generalmente caracterizada por un cambio hacia una mayor produccién de progesterona
con efectos protectores sobre el endometrio.

Por otra parte, la edad correlaciona con el riesgo de presentar cancer de endometrio, como
en otros tipos de tumores (13).

La presencia de alteraciones metabdlicas en las mujeres postmenopdusicas se asocia a
cancer de endometrio (14). La obesidad, la diabetes mellitus y la hipertensién arterial son
factores que pueden coexistir en las pacientes afectadas. El sobrepeso o la obesidad es un
factor de riesgo modificable que ha tomado relevancia en los ultimos afios dado su continuo
incremento. Un modelo de regresion lineal a nivel de Estados Unidos prevé que en 2030 la
incidencia de cancer de endometrio habra incrementado un 55% respecto al afio 2010 (15).
En referencia a la etiopatogenia, se conoce que el aumento de la adiposidad incrementa la
actividad de la aromatasa, lo que conduce a la conversion de androgenos en estrégenos,
para promover directamente la transcripcion de genes proliferativos y la progresion
endometrial (16). Asi también, la inflamacidn crénica asociada con la adiposidad visceral
mediada por adipocinas proinflamatorias, conduce a la hiperinsulinemia, al aumento del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) y a la hiperglucemia, promoviendo la
proliferacién endometrial. La inflamacion y el aumento de los metabolitos del estrégeno
contribuyen auin mas al dafo del ADN vy a la inestabilidad genédmica. Finalmente, el tejido
adiposo es una fuente de células madre mesenquimales, que pueden reclutarse para apoyar
el crecimiento y la progresion del tumor (17).

El componente hereditario representa aproximadamente el 5% de los casos de cancer de
endometrio y esta asociado con un mayor riesgo en mujeres jovenes. Cuando la edad de
diagnéstico es inferior a los 50 afios, el porcentaje de canceres ligados a la herencia genética
aumenta hasta el 10% (18). El sindrome de Lynch, también denominado “cancer colorrectal
hereditario no polipdsico” es una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por
presentar una mutacion en uno de los cuatro genes reparadores del ADN (Mismatch repair
genes (MMR) MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2). Estos genes mantienen la estabilidad gendmica
eliminando los errores que pueden producirse durante la replicacion del ADN, por lo que su
disfuncidon da lugar a inestabilidad de microsatélites (IMS). Aunque la IMS también se
encuentra presente en el 15-25% de los cdnceres esporadicos, en los tumores asociados a
Lynch se observa en mas del 60% de los casos (19). Los tumores mas frecuentemente
asociados a este sindrome son el cancer de colon y el de endometrio y en menor nimero el
cancer gastrico y el cancer de ovario.

urs 29

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

Las ultimas recomendaciones de la International Society of Gynecological Pathology (ISGyP)
sugieren determinar el estado de los genes MMR o testar la IMS en todas las muestras de
cancer de endometrio independientemente de la edad de la paciente. Esta informacién
ofrece multiples ventajas: 1) diagndstica, dado que la deficiencia de MMR o la IMS se
considera un marcador de tipo endometrioide, 2) identificativa, de las pacientes con mayor
riesgo de presentar sindrome de Lynch, 3) prondstica, segun lo identificado por The Cancer
Genome Atlas (TCGA, ver mas adelante la clasificacién molecular) y 4) predictiva de la posible
respuesta a tratamientos con inmunoterapia (20).

Tabla 1. Factores de riesgo y valores de riesgo relativo en cancer de endometrio. Adaptada de
(5,21).

FACTORES DE RIESGO Riesgo relativo
Exposicion a estréogenos exdgenos 10-20
Riesgo familiar o genético 5-20
Tamoxifeno 2-3
Obesidad 2-5
Edad avanzada 2-3
Nuliparidad 3
Menopausia tardia 2-3
Esterilidad 2-3
Diabetes mellitus 1,3-3
Hipertension arterial 1,3-3
Menarquia precoz 1,5-2
Sindrome de ovario poliquistico 1,5

En las pacientes con sindrome de Lynch, el riesgo de la aparicién de cancer depende
especificamente del tipo de mutacién. Para el carcinoma de endometrio, las incidencias
acumuladas a los 70 afios son del 34%, 51%, 49% y 24% para mutaciones MLH1, MSH2, MSH6
y PMS2 respectivamente, y para el cancer de ovario 11%, 15%, 0% y 0% respectivamente
(22). Los criterios de Amsterdam asi como las guias clinicas determinan el manejo clinico que
incluye el estudio, el seguimiento y el consejo genético que se debe ofrecer a estas pacientes
(18,21).
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El sindrome de Cowden se caracteriza por asociarse a una mutacion del gen supresor PTEN
y conferir herencia autosdmica dominante. Se trata de una enfermedad hereditaria poco
prevalente que supone un riesgo de cancer de endometrio asociado del 5-28%, entre otros
tipos de céncer (23). Por ultimo, la mutaciéon en los genes BRCA 1 o 2 también se traduce en
un riesgo aumentado de cancer de endometrio del tipo seroso, de aproximadamente el 3-
5% (24), asi como el Sindrome de Li-Fraumeli asociado a mutaciones de TP53.

1.3. Clasificacion histologica y molecular

1.3.1. Lesiones precursoras

El endometrio puede presentar alteraciones en su estructura que determinen el origen de
un cancer de endometrio. Son las denominadas lesiones proliferativas o hiperplasia
endometrial, normalmente asociadas a desequilibrios hormonales que se caracterizan por
un incremento de la ratio glandula/estroma (25). Su etiologia es el hiperestrogenismo
originado en la anovulacion provocada por la perimenopausia, la administracion de
estrégenos en monoterapia o bien la produccion andmala de estréogenos por una fuente
endégena. En el mecanismo de progresidn de hiperplasia a neoplasia endometrial estan
implicadas multiples mutaciones en los genes PTEN, MLH1, IMS, KRAS, ARID1A, CTNNB1,
PIK3CA, entre otras y multiples alteraciones celulares (Figura 3). La clasificacién de la
hiperplasia endometrial segiin la OMS se basa en la presencia o no de atipia celular (26).

En primer lugar, la hiperplasia endometrial sin atipia se define como una proliferacion
glandular, con un riesgo de cancer de endometrio incrementado 3-4 veces. En un segundo
escalon de complejidad, se halla la hiperplasia endometrial con atipia o neoplasia
intraepitelial endometrial caracterizada por un marcado incremento del volumen glandular
asociado a la alteracidén citolégica que resulta significativa en relacion con el endometrio
adyacente. Esta lesidn, que es clonal desde un punto de vista molecular, se asocia a una
mayor incidencia en cdncer de endometrio (23-48%). Hasta el 30% de pacientes con el
diagnéstico de hiperplasia con atipia en una biopsia, muestran algin foco de carcinoma
endometrioide en la pieza de histerectomia, aunque el tumor suele ser de bajo grado y
escasamente invasor (27).

urnBe 31

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

A
Hiperplasia Hiperplasia
Endometrio endometria endometria Adenocarcinoma Adenocarcinoma
proliferativo sin atipia con atipia grado | grado Il
Hith .U ' v, ."w
¢ Q ¢ ¥
- 7 : 0% QQJO {
= 5 Oy 998 20 % g
; s : o 90’; %)0‘30?
‘ 7 i E: o, ‘ N
§ ® @ 2 \!
I:>', % E> & E> AT LUN
u/ghe
(RN » W |
» o, 5“ SRR \q
Hiperestrogenismo PTEN PTEN TP53
ER -PR IMS IMS HERZ/HEU
PTEN KRAS KRAS CDH1
hMLH1 - hMSH6 CTNNB1 p16
PIK3CA
ARIDIA
B Carcinoma Carcinoma
Endometrio seroso seroso
atréfico intraepitelial ‘
./'.'. Q0¥
(olelele]e]e ] - Q 3O ® ol %
e DOAYOLMEOVE N @\ 0 ®
ag e O ®leg) & )
e (a't L) o®
o 0] Y@ (®
) o/e \ () ()
® & L) %
|:: > |:: > D) oo
» '. Y ‘:".o
" . S (4
D o
P53 HER2/neu
. pl6
Aneuploidia CDH1

Figura 3. Modelo de progresion del cancer de endometrio tipo endometrioide (A) y tipo seroso (B).
Esquema de los cambios a nivel histolégico y de las alteraciones moleculares mas frecuentes
descritas en la transformacion tumoral. Adaptada de (28).

1.3.2. Clasificacion segun tipos histologicos

Segun la 52 edicidn de la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de los
tumores de tracto genital femenino, publicada en 2020, se definen los siguientes tipos
histoldgicos epiteliales de cancer de endometrio (26):

Carcinoma endometrioide (Figura 4)

Es el carcinoma mas frecuente de todos los tipos de cancer de endometrio y representa un
80% del total de casos. Presenta un patrén glandular formado por un epitelio columnar
estratificado que incluye células con citoplasma eosinofilico y granular y atipia nuclear leve-
moderada. En ocasiones, puede presentar también un patrén de crecimiento papilar o
villoglandular prominente. Su agresividad se mide segun el grado histolédgico arquitectural,
determinado por el porcentaje de tumor sdlido segln el sistema de clasificacién de la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).
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El componente escamoso no se contabiliza como componente sélido. El G1 o bien
diferenciado presenta un <5% de tumor sdlido, el G2 o moderadamente diferenciado se
delimita del 6-50% de tumor sélido y el G3 o poco diferenciado engloba a >50% de tumor
solido. Cuando la atipia citoldgica es desproporcionada en la complejidad arquitecténica, el
grado se incrementa en un punto.

Carcinoma seroso (Figura 4)

Es el carcinoma no endometriode mas frecuente, representando un 10% del total de casos.
Su perfil molecular muestra en la mayoria de los casos una mutacion en el gen supresor de
tumores p53. Presenta una estructura papilar, compleja, con células redondeadas y
multinucleadas. Los cuerpos de Psammoma (colecciones de calcio microscépicas) se pueden
identificar en el 30% de los casos. Los nucleos se caracterizan por ser grandes con nucléolos
eosindéfilos y con numerosas mitosis atipicas. Los carcinomas serosos se consideran de alto
grado por definicidn, la mayoria se diagnostican con enfermedad extrauterina presente y se
asocian a mal prondstico.
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Figura 4. Imagenes macroscopicas y microscépicas de tumores de endometrio. A, B. Carcinoma
endometrioide. C, D. Carcinoma seroso. Cedidas por el Dr. A. Gallardo, Servicio de Anatomia
Patoldgica, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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Carcinoma de células claras

Constituye un 5% aproximadamente del total de cidncer de endometrio, afectando
predominantemente mujeres en edad avanzada y con diagndstico tardio. Su arquitectura
esta formada por células poligonales atipicas con citoplasma claro distribuidas en patrones
papilares, tubulo-quisticos, sdlidos o mixtos. Se le atribuye un indice mitético alto con atipia
nuclear y nucléolos irregulares agrandados por lo que se asocia a mal prondstico. Este tipo
de tumor se caracteriza por no presentar receptores de estrégenos, en cambio, destaca su
positividad para Napsina A (proteinasa aspartica) que puede diferenciarla por
inmunohistoquimica de otros tumores.

Carcinoma mixto

Los carcinomas mixtos se definen por al menos dos componentes histoldgicos distintos, en
gue cada uno representa el 5% del tumor o mas. Habitualmente asocian carcinomas
endometrioides y no endometrioides (seroso o de células claras), presentando subtipos
moleculares similares con una expresion morfoldgica variable. Representan el 10% de los
carcinomas de endometrio y son siempre de alto grado.

Carcinoma indiferenciado

Los carcinomas indiferenciados se desarrollan a partir de carcinomas endometrioides de
grado 1 o 2. No presentan diferenciacion glandular ni escamosa. Se trata de un tumor que
puede asociarse a inestabilidad de microsatélites y a sindrome de Lynch. Son lesiones de
muy mal pronédstico.

Carcinosarcoma

Representa menos de un 2% de los canceres de endometrio. Previamente clasificado como
tumor Mulleriano mixto maligno. Se caracteriza por ser un carcinoma bifdsico, compuesto
por un componente de sarcoma de alto grado asociado con un carcinoma endometrioide de
alto grado. Desde un punto de vista molecular, este cambio esta apoyado por la expresiéon
de genes involucrados en la transicion epitelio-mesénquima (EMT), al igual que se ha
evidenciado en carcinomas sarcomatoides en otras localizaciones.

Otros tipos de tumores de endometrio infrecuentes

Constituyen una minoria de los canceres de endometrio. En el grupo se encuentran los
carcinomas escamosos (0,5% del total), compuestos por células con diferenciacién escamosa
y se relacionan con condiciones inflamatorias crdnicas. Su agresividad depende del estadio.
También se incluyen el adenocarcinoma mesonéfrico y el mesonéfrico-like del cuerpo
uterino (1% del total) (29).
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Tienen un inmunofenotipo caracteristico (proteina de unién a GATA 3 positivo, factor de

transcripcién tiroideo 1 (TTF1) positivo, receptor de estrégenos negativo) y se asocian con

un comportamiento agresivo. Por ultimo, el subtipo carcinoma mucinoso endometrial de

tipo gastrointestinal es una entidad poco frecuente, con receptores hormonales negativos y

con un patron agresivo relevante (30).

1.3.3. Clasificacion segun criterios de Bokhman

En el afio 1983, Bokhman realizé una clasificacion dualista de los subtipos de carcinoma de

endometrio basandose en caracteristicas clinicas e histopatoldgicas que ha permanecido en

la practica clinica hasta la actualidad:

Tabla 2. Clasificacion del cancer de endometrio tipo | — tipo Il segln los criterios de Bokhman.

Adaptada de (31).

Caracteristicas

Tipo |

Tipo

Proporcion en la poblacion

70-80%

20-30%

Patologia endometrial subyacente

Hiperplasia endometrial

Atrofia endometrial

Expresion de receptores de estrégenos

Alteraciones génicas asociadas

mTOR, KRAS, B-catenina,
ARID1A, CTNNBI.

] Alta Reducida
y/o progestagenos
Asociacion a obesidad, hiperlipidemia y 5 No
i

diabetes mellitus

Grado histolégico (FIGO) Bajo (Grado 1-2) Alto (Grado 3)
Inestabilidad de p53
microsatélites, PTEN, PIK3CA, | HER2

Pérdida de heterocigocidad

Potencial de diseminacién ganglionar

linfatica Bajo Alto

Prondstico Favorable Desfavorable

Estadio al diagnéstico Inicial (FIGO I-I) Avanzado (FIGO llI-1V)
Supervivencia a los 5 afios 86% 59%
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El Carcinoma endometrioide o también denominado tipo | representa aproximadamente
un 70-80% del total de canceres de endometrio. Se diagnostica habitualmente en pacientes
perimenopausicas y se asocia a estados de hiperestrogenismo como la obesidad, la
nuliparidad, la anovulacion o la fuente exdgena de estrogenos. A nivel histoldgico se
caracteriza por la alta expresidén de receptores de estréogenos y progesterona. Su lesidon
precursora es la hiperplasia endometrial y en la mayoria de los casos, dado su diagndstico
en fases iniciales, presenta un prondstico favorable.

El Carcinoma no endometrioide o tipo Il es menos frecuente que el anterior y engloba
tumores de alto grado tipo carcinoma seroso, células claras o carcinosarcoma. El origen se
asocia a un endometrio atréfico no relacionado directamente con hiperestrogenismo. Su
diagndstico es mayoritariamente en estadios avanzados, en pacientes de mayor edad y
presenta mal prondstico.

En la Tabla 2 se resumen las epidemioldgicas, clinico-patolégicas y moleculares de ambos
tipos.

1.3.4. Clasificacion molecular

En los ultimos afios el estudio molecular emerge como una nueva herramienta para mejorar
la clasificacion de los tipos de cancer de endometrio. A pesar de que la clasificaciéon
convencional segun criterios de Bokhman (tipo | —tipo Il) permanece como una herramienta
relevante de estratificacion tumoral e indicacidon de tratamiento adyuvante, presenta una
variabilidad inter-observador no despreciable y un potencial limitado de prediccién de
recurrencia tumoral. La secuenciacion de los exomas ha demostrado que el cancer de
endometrio es una patologia heterogénea y que cada tipo de tumor presenta mutaciones
en distintos genes que nos permiten una clasificacién mas precisa que la histoldgica (32). En
el afo 2013, el Cancer Genome Atlas Study of endometrioid and serous carcinoma (TCGA)
realizd un andlisis integrado de la gendmica, la transcriptomica y la protedmica del cancer
de endometrio y describid cuatro variantes de tumores segun su perfil molecular: POLE (DNA
polymerase epsilon)-ultramutated, Microsatellite instability-hypermutated, Copy number
low y Copy number high (33) (Tabla 3). Estudios posteriores han demostrado y validado la
relevancia prondstica de esta estratificacion molecular (34,35).
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Tabla 3. Caracteristicas identificativas de los distintos subgrupos de cancer de endometrio segtn
la clasificacion molecular TCGA. Adaptada de (21,36).

Hipermutado con

Bajo nimero de

Alto numero de

. POLE inestabilidad de . copias.
Caracteristicas . e copias .
Ultramutado microsatélites ) Mutaciones en
(TP53 wildtype) .
(IMS) TP53 (Serous-like)
Porcentaje del
total de ca. 10% 25-30% 39% 23-26%
endometrio
POLE (100%)
PTEN (94%) PTEN (88%)
PTEN (77%)
) PIK3CA (71%) RPL22 (37%)
Mutaciones CTNNBI1 (52%) TP53 (92%)
N PIK3R1 (65%) KRAS (35%)
genéticas PIK3CA (53%) PPP2R1A (22%)
_ FBXW?7 (82%) PIK3CA (54%)
asociadas PIK3R1 (33%) PIK3CA (47%)
ARID1A (76%) PIK3R1 (40%)
ARID1A (42%)
KRAS (53%) ARID1A (37%)
ARID5B (47%)
Tasa de . .
. Muy alta Alta Baja Baja
mutaciones

Tipo histoldgico
asociado

Endometrioide

Endometrioide

Endometrioide

Seroso, Células
claras, Mixto,
Endometrioide

Grado histoldgico

caracteristicas

estadios iniciales

tumor (TILs)
Asociacion al S. de
Lynch

con IMC elevado e
hiperestrogenismo

2-3 2-3 1-2 3
(FIGO)

Favorable

Desfavorable
. >96% ) ) . .

Prondstico . . Intermedio Intermedio 50% supervivencia

supervivencia 5 N

N 5 afos
afios (37)
Abundantes
. » linfocitos . » Pacientes

Pacientes jovenes, | . .. Pacientes jovenes

Otras infiltrantes en el mayores,

delgadas, estadios
avanzados
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Ademas, se ha descrito que mediante la identificacién de tan solo algunas alteraciones
moleculares se puede reestructurar la clasificacion histomolecular modificando la
nomenclatura y disefiando un algoritmo diagnéstico aplicable en la practica clinica diaria
(Figura 5) (38). La comprension de las alteraciones moleculares involucradas en el cancer de
endometrio brinda la oportunidad de mejorar el sistema de diagndstico y clasificaciéon
histoldgica actual, de precisar la informacién pronédstica de cada paciente, de adecuar la
indicacion de los tratamientos adyuvantes y por ultimo de valorar la incorporacién de
terapias dirigidas y pronosticar la respuesta a éstas.

Cancer de endometrio

Estado POLE POLE patogeénico POLE wildtype o no patogénico Estudio molecular
no disponible o no
/ \ concluyente

Estado genes MMR MMR deficiente MMR no deficiente

Estado p53 TP53 wildtype TP53 mutada

v v v
i Ca. Endometrio
DIAGNOSTICO Ca. Endometrio Ca. Endometrio Sin perfil Ca. Endometrio Ca. Endometrio
INTEGRADO POLE mutado Deficiencias en MMR molecular Mutaciones en TP53  Clas. histolégica
especifico

Figura 5. Algoritmo diagnodstico para la clasificacion histomolecular integrada del cancer de
endometrio. Las deficiencias en MMR se definen por la pérdida de una o mds proteinas de MMR
(MLH1, PMS2, MSH2 y MSH®6). Abreviaturas: MMR: mismatch repair. Wildtype: nativa. Adaptada de
(38).

Las nuevas guias de la ESGO/ESTRO/ESP para el manejo de las pacientes con carcinoma
endometrial (36) proponen utilizar la nueva clasificacion molecular en todos los tipos,
especialmente en los tumores de alto grado. Actualmente, la indicaciéon del tratamiento
adyuvante depende del grupo de riesgo en que se encuentre la paciente y estd compuesto
por una combinacion de factores de riesgo de recidiva asociados a la informacién histolégica
(Tabla 5).

38 UnB

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

La inclusién de la informacién molecular probablemente producira cambios como Ia
desescalada del tratamiento adyuvante en casos con prondstico favorable como los tumores
POLE mutados; o a la inversa, considerara una escalada del tratamiento adyuvante a los de
peor prondstico como el grupo de p53 mutado (38). Su aplicabilidad también se extendera
probablemente al campo de la preservacion de la fertilidad, dado que puede ofrecer
informacién sobre el prondstico de pacientes jévenes en edad reproductiva. Paralelamente,
las caracteristicas histoldgicas del tumor seguiran manteniendo su relevancia a la hora de
optimizar la clasificacidon de riesgo. Un ejemplo son los datos sobre la infiltracién linfo-
vascular que aportan informacion prondstica y que pueden determinar la necesidad de
tratamiento adyuvante (37). En la Figura 6 se muestra la combinacion de ambas
clasificaciones.

Cdncer de

endometrio

Alto nim.
copias

Figura 6. Combinacion de la clasificacion histolégica y molecular (TCGA) en el cancer de
endometrio. El circulo externo muestra los diferentes tipos histoldgicos de cancer de endometrio. El
circulo interno muestra la clasificacion molecular segin los subgrupos de TCGA. Los cuadrados
exteriores listan varias lineas de sefializacion molecular donde se ven implicados y alterados
oncogenes y genes supresores de tumores en el cancer de endometrio. Adaptada de (39).

Abreviaturas: MMR: Genes de reparacién de errores en el apareamiento de bases del ADN durante
la replicacién. IMS: Inestabilidad de microsatélites. CCC: Carcinoma células claras. N/A: No aplicable
o perfil molecular no especifico. Linea negra: Genes supresores de tumores. Linea roja: Oncogenes.
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Destacan dos lineas de investigacion (PORTEC y ProMiSe) que han intentado disefiar un
enfoque practico y factible de la clasificacion, dado que supone una gran cantidad de nueva
informacién y no todos los centros tienen los recursos disponibles para realizar los test ni la
experiencia para aplicarlos. En los dos casos se ha confirmado que la integracién de los
factores clinico-patolégicos y los datos moleculares mejora el manejo de las pacientes con
neoplasia de endometrio. En el caso de ProMiSe se comprobd que las caracteristicas del
analisis molecular prequirudrgico en la biopsia endometrial se correspondian con la muestra
uterina final (34,40,41). El estudio PORTEC4a (ClinicalTrials NCT03469674, acceso julio
2022), que se encuentra actualmente en desarrollo, es el primer estudio prospectivo que
testard la utilidad de la clasificacién molecular en las decisiones de tratamiento adyuvante
en pacientes estratificadas con riesgo intermedio-alto. Los resultados definitivos se prevé
gue estaran disponibles en 2023.

1.4. Diagnostico y estadificacion

1.4.1. Métodos diagnosticos

En la poblacién general no existe un cribado de céncer de endometrio como en otros
tumores tipo la mama, el cérvix o el colon. Tan sdlo en las pacientes diagnosticadas de
Sindrome de Lynch se realiza un seguimiento periddico con el objetivo de detectar de forma
precoz el cancer de endometrio y se recomienda la cirugia cuando éstas tengan el deseo
genésico cumplido (36).

La mayoria de pacientes consultaran por la aparicidon de un primer sintoma en las urgencias
hospitalarias o bien en los centros de salud. La clinica mas prevalente es la metrorragia
posmenopausica o bien el sangrado vaginal anémalo en la perimenopausia (cambios en el
patrén de sangrado, pérdidas intermenstruales, flujo vaginal alterado o maloliente, etc.). De
forma menos frecuente y coincidiendo con estadios avanzados, puede presentarse como
dolor abdominal, sindrome téxico o cuadro de adenopatias generalizado.

Ante la presencia de sintomas y signos de sospecha se debe realizar una anamnesis dirigida
con identificacion de factores de riesgo familiares y personales, una valoracién del estado
general de la paciente, asi como de las comorbilidades asociadas. Paralelamente, se realizard
una exploracion fisica ginecoldgica en busqueda de signos de sospecha de neoplasia.

Las pruebas complementarias mas utilizadas para el diagndstico de neoplasia son (42):
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-La ecografia transvaginal: Prueba no invasiva que permite identificar patologia organica
uterina. Se recomienda la medida del grosor del endometrio en un corte longitudinal del
utero. En caso de linea endometrial >3mm, debe realizarse una biopsia endometrial en la
paciente sintomatica (43). Ademds, una vez confirmado el diagnédstico histopatoldgico, se
puede realizar por ecografia la valoracion del tamafio tumoral, la infiltracién miometrial, la
infiltracion del estroma cervical y la exploracion de los anejos.

-Biopsia endometrial por aspiracién: Consiste en la obtencion de tejido endometrial para
realizar un estudio anatomo-patoldgico. Es recomendable su realizacion ante la sospecha
clinica y ecografica de neoplasia. Existen diferentes dispositivos que permiten la obtencién
de la muestra como la canula de Cornier o la canula DABE, ambas con una sensibilidad del
80-90% y una especificidad del 98-100%. (44).

-Histeroscopia diagndstica: Procedimiento mayoritariamente ambulatorio que a través de
una camara introducida por el cérvix uterino permite la visualizacién directa de la cavidad
endometrial. Estd recomendada si el material obtenido con las canulas no es suficiente o si
la sospecha diagndstica es alta a pesar del resultado de la previa negativo. En este caso la
biopsia del tejido endometrial es dirigida a la zona mas sospechosa macroscdpicamente,
presentado una sensibilidad del 92-97% y especificidad del 98-100%.

La obtencién de tejido tumoral permite la identificacion del tipo de tumor, del grado
histoldgico y su clasificacion segun la OMS (26). Una vez confirmado el diagndstico, se realiza
el panel de pruebas complementarias para determinar la expansion de la enfermedad (45):

-Analitica sanguinea: Estudio preoperatorio, de comorbilidades y determinacién del
marcador tumoral CA-125, aungue no se ha establecido un claro consenso para su utilizaciéon
(46).

-Resonancia magnética pélvica: Valoracién de la infiltracion miometrial y cervical con un
rendimiento diagndstico similar a la ecografia ginecolégica. Permite ademas explorar la
presencia de adenopatias loco-regionales.

-TAC téraco-abdomino-pélvico: Estudio de extensidon a distancia, para la deteccidon de
diseminacion loco-regional y de patologia extrapélvica.

-PET — TAC: Presenta elevada especificidad para la evaluacidon de metastasis, se reserva en
la practica clinica para la sospecha de recidiva tumoral.

urs 41

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

1.4.2. Estadificacion

Los sistemas de estadificacion en cancer permiten definir el tamafio, la localizacion, la
extension local y la extension a distancia del tumor. Tienen como objetivo principal clasificar
a cada paciente en grupos prondsticos para adecuar la estrategia terapéutica, asi como
facilitar a los profesionales una terminologia estandarizada para permitir la comparacién de
resultados. La estadificacion del cancer de endometrio es quirdrgica y actualmente se
encuentra establecida a nivel internacional segun las bases de la FIGO 2009 (47) (Tabla 4).

Tabla 4. Estadificacion del cancer de endometrio segtn criterios FIGO 2009 (47).

ESTADIFICACION FIGO 2009

Estadio | Tumor confinado al cuerpo del ttero

1A Ausencia de invasidon miometrial o invasion menor del 50% de la pared
IB Invasidn miometrial igual o mayor del 50% de la pared

Estadio Il Invasion del estroma cervical, limitado al Utero

Estadio IlI Extension local y/o regional del tumor

A Tumor que invade la serosa del cuerpo uterino y/o anejos

1]} Afectacion vaginal y/o parametrial

lc Metastasis en ganglios pélvicos y/o para adrticos

lnci Afectacion de ganglios pélvicos

ez Afectacion de ganglios paraadrticos

Estadio IV Invasion de mucosa vesical y/o recto y/o metastasis a distancia

IVA Invasion de mucosa vesical y/o rectal

IVB Metadstasis a distancia (incluidas intraabdominales y ganglios inguinales)
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1.5. Factores prondsticos y tratamiento

El planteamiento del tratamiento del cancer de endometrio se recomienda que se lleve a
cabo por un equipo multidisciplinar basado en el conocimiento del prondstico de la
enfermedad, los factores predictivos oncoldgicos, la morbilidad y la calidad de vida asociada
a cada paciente. Se deben seguir las recomendaciones de las guias de practica clinica
actualizadas y basadas en nuestra poblacion de referencia (21,36,46).

1.5.1. Factores prondsticos y grupos de riesgo

La indicacion de tratamiento adyuvante del cancer de endometrio se define segun la
estadificacién, la histologia tumoral y los factores de riesgo adverso que se sintetizan en los
grupos de riesgo de recurrencia enumerados en la Tabla 5.

Los factores de riesgo clinico-patoldgicos definidos son el subtipo histolégico, el grado
histoldgico, el estadio FIGO, la edad, la invasién miometrial y la presencia de invasion del
espacio linfo-vascular. Las caracteristicas descritas deben constar en el informe de Anatomia
Patoldgica. Ademas, existe un alto grado de recomendacion de la categorizacién de los
tumores en referencia a la clasificacion molecular dado la heterogeneidad en los subtipos
de CE donde, por ejemplo, en el mismo grupo de carcinomas endometriales tienen cabida
tumores POLE ultramutados con prondstico favorable y tumores agresivos con p53 mutado
(36).
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Tabla 5. Grupos de riesgo segtin factores prondsticos en cancer de endometrio. Adaptada de
(21,36).

Grupo de , e . e .
i Segun estadificacion y otros factores Asociado a clasificacion molecular (Figura 6)
riesgo
e Estadio I-ll POLEmut ca. endometrioide
Baio e« Estadio IA ca. endometrioide + sin enfermedad residual.
) G1-2 +sin IELV. e Estadio IA MMRd/SPMS ca.
endometrioide G1-2 + sin IELV.
e Estadio IB G1-2 ca. .
o ) « Estadio IB MMRd/SPMS G1-2 ca.
endometrioide + sin [ELV. o .
. endometrioide + sin [ELV.
e Estadio IA G3 ca. .
) o ) o Estadio IA MMRd/SPMS ca.
Intermedio endometrioide + sin [ELV. o .
. endometrioide G3+ sin IELV.
e EstadiolAca.no .
S By e Estadio IA p53mut y/o ca. no
endometrioide sin invasién . L ., . .
. . endometrioide sin invasion miometrial.
miometrial.
e Estadio | ca. endometriode con
IELV independientemente de la e Estadio | MMRd/SPMS ca.
invasion miometrial y grado. endometriode con IELV.
Intermedio- e Estadio IB G3 ca. e Estadio IB MMRd/SPMS ca.
Alto endometrioide, endometrioide G3.
independientemente de la e Estadio Il MMRd/SPMS ca.
existencia de IELV. endometriode.
e« Estadiolll.
. Estadio IlI-IVA MMRd/SPMS ca.
. . endometrioide sin enfermedad
e Estadio lll-IVA sin enfermedad .
. residual.
residual. . -
] . e Estadio I-IVA p53mut ca. endometrioide
Alto e Estadio I-IVA no endometriode . . ] o
. . . . . con invasion miometrial sin
con invasion miometrial y sin .
. enfermedad residual.
enfermedad residual. )
e Estadio I-IVA MMRd/SPMS no
endometriode con invasién miometrial.
e Estadio llI-IVA con enfermedad o Estadio llI-IVA con enfermedad residual
Avanzado - . L
L residual. de cualquier tipo molecular.
metastasico . . N
e Estadio IVB. e Estadio IVB de cualquier tipo molecular.

Abreviaturas: IELV: Invasién del espacio linfo-vascular. POLEmut: POLE o polimerasa mutada. MMRd:
Deficiencias en MMR (mismatch repair). SPMS: Sin perfil molecular especifico. p53mut: p53 mutado
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1.5.2. Tratamiento quiruargico

La cirugia es el tratamiento primario del cancer de endometrio y la que definirad su estadio
definitivo. Su extension esta determinada por el subtipo histoldgico, el grado histolégico y
por la sospecha de diseminacién de la enfermedad por las pruebas de imagen resumida en
los grupos prondsticos segun las nuevas recomendaciones ESGO-ESTRO-ESP (36).

La cirugia estandar en los estadios iniciales de tumores de tipo endometrioide grado 1-2
consiste en la histerectomia total con doble anexectomia. La evaluacién de los ganglios
linfaticos proporciona una informacién prondstica y terapéutica clave y ha sido motivo de
multiples investigaciones en los Ultimos afios. En este grupo de pacientes, la linfadenectomia
sistematica no se recomienda dado que estudios randomizados han demostrado que la
realizacion de la técnica no se asocia con la supervivencia global o libre de enfermedad (48—
50). La biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) ha demostrado alta sensibilidad en
pacientes con estadios iniciales para valorar la presencia de metdstasis ganglionares pélvicas
(51). La posibilidad de aplicar la técnica del ultraestadiaje en el analisis anatomo-patoldgico
permite identificar metastasis que no se habrian detectado en la linfadenectomia estandar,
con consecuencias en la indicacion del tratamiento adyuvante (52). Otra ventaja es la menor
morbilidad quirdrgica que ofrece (53,54). En los grupos de riesgo intermedio-alto y alto el
estadiaje de los ganglios linfaticos se debe realizar de forma sistematica asociando a la
histerectomia total con doble anexectomia, la realizacién de linfadenectomia pélvica y
paraadrtica. La BSGC en los estadios iniciales es una alternativa aceptable segun la evidencia
mas reciente (55-57). Finalmente, en los tumores con histologia de seroso, carcinosarcoma
o indiferenciado esta indicado practicar también una omentectomia infracdlica.

La via de abordaje minimamente invasiva (laparoscopica o robdtica) es la recomendada
como primera eleccion para la cirugia de estadificacion de la neoplasia de endometrio dado
sus numerosas ventajas versus la laparotomia sin comprometer los resultados oncolégicos
(58,59). Siempre deben respectarse los principios oncoldgicos y evitarse la fragmentacion de
la pieza quirurgica. En la misma guia de la ESGO/ESTRO/ESP (36), se facilita la informacién y
referencias bibliograficas para el manejo de casos especificos como la preservacion de la
fertilidad o la aparicién de neoplasias sincronicas.
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1.5.3. Tratamiento adyuvante

Las recomendaciones del tratamiento adyuvante para la neoplasia de endometrio dependen
en gran medida del grupo de riesgo prondstico (Tabla 5). Los ultimos avances en la
determinacién del perfil molecular de cada tumor permiten una indicacion mas precisa del
tratamiento, una prediccion de la respuesta en cada paciente, asi como la incorporacién de
nuevas terapias dirigidas (60,61). Los casos deben ser valorados en un Comité
Multidisciplinar para ofrecer a la paciente el planteamiento terapéutico mds adecuado en
cada caso.

Opciones de tratamiento:

-Radioterapia y/o braquiterapia: Ambas tienen efecto sobre el control local y regional de la
enfermedad. Su aplicacidn presenta impacto sobre el periodo libre de enfermedad, pero no
sobre la supervivencia global en los estadios iniciales, ademas los datos afirman que las
pacientes que reciben braquiterapia exclusivamente presentan menor toxicidad (62). Su
utilizacion en los casos de bajo riesgo se recomienda restringirla en funcién de factores
prondsticos para conservar una herramienta terapéutica efectiva en los casos de recidiva
locoregional. Su aplicacion debe iniciarse en cuanto la vagina esté cicatrizada, siempre
intentando no posponerlo a después de 12 semanas post cirugia (36).

-Existe evidencia de que la quimioterapia adyuvante después de cirugia primaria aumenta
la supervivencia respecto a la radioterapia como uUnico tratamiento en cancer de endometrio
estadio lll y IV (63,64). El esquema carboplatino-paclitaxel es el que ha demostrado un mejor
balance eficacia/toxicidad siendo el mas ampliamente utilizado en ciclos de cada 21 dias
(65).

A continuacidn, se resumen los tratamientos adyuvantes indicados segun grupo de riesgo de
recurrencia neoplasica:

-Riesgo bajo: No se recomienda tratamiento adyuvante (36,66).

-Riesgo intermedio: La aplicacién de braquiterapia puede recomendarse para disminuir el
riesgo de recurrencia vaginal. A pesar de eso, subandlisis en menores de 60 afios
determinaron que podria omitirse dado su menor riesgo de recaida y la no modificacién de
la supervivencia global aun y la presencia de recidiva (37,67)
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-Riesgo intermedio-alto: La braquiterapia esta indicada en este grupo de pacientes si no
presentan invasion del espacio linfo-vascular y/o estadio Il con grado histoldgico 1 con el fin
de evitar la recidiva local. En el caso de asociacion de invasion del espacio linfo-vascular o
estadio Il se debe considerar la aplicacién de radioterapia pélvica para reducir el riesgo de
recidiva ganglionar. La quimioterapia adyuvante también debe ser valorada en grado
histoldgico 3 y/o con presencia de invasidn del espacio linfo-vascular, aunque los resultados
del estudio PORTEC-3 sugieren que los carcinomas con MMR deficiente no presentan
beneficio del tratamiento con quimioterapia (63).

-Riesgo alto: Se recomienda aplicacién de radioterapia asociada a quimioterapia. En algunos
casos la quimioterapia en monoterapia podria ser una opcion (68,69)

-Avanzado-metastasico: La cirugia de citorreduccion incluyendo la linfadenectomia si se
identifican ganglios aumentados de tamafo debe realizarse siempre y cuando sea factible la
reseccion total con una morbilidad y una calidad de vida posterior aceptable para cada caso
(70). Previamente a la cirugia la paciente debe pasar una valoracién multidisciplinar para
adaptar el tratamiento. El tratamiento sistémico inicial serd una alternativa en caso de
pacientes no candidatas a cirugia, la cual puede realizarse a posteriori si presentan respuesta
a la terapia médica.

La terapia hormonal se reserva para pacientes con estadios iniciales de la enfermedad que
cumplen criterios de preservacién de la fertilidad (71) o bien para pacientes con tumores de
lento crecimiento o cuando las condiciones de la paciente contraindiquen la quimioterapia.
El tratamiento de eleccidn son los progestagenos en monoterapia (acetato de megestrol o
acetato de medroxiprogesterona) o bien asociados a tamoxifeno (46).

En la guia de la ESGO/ESTRO/ESP (36) se detallan las diferentes alternativas de tratamiento,
asi como opciones dependiendo de cada tipo de tumor, estadio u otras particularidades.

La alternativa de inclusidén en ensayos clinicos resulta una opcidén a considerar en pacientes
con recidiva o estadios avanzados y sin respuesta a los tratamientos convencionales. La
terapia molecular dirigida ha demostrado resultados favorables en los ultimos anos y
representa una opcién muy prometedora en los cdnceres ginecoldgicos (39,72). Las
moléculas diana participan en los procesos de progresion del cancer como la angiogénesis,
la reparacién del ADN, la apoptosis o el control del crecimiento tumoral. Ademas de como
dianas terapéuticas, estas moléculas pueden utilizarse como marcadores diagndsticos (Por
ejemplo, MMR) o bien como determinantes de la probabilidad de respuesta al tratamiento
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(En el caso de tumores POLE hipermutados). A continuacidon, se describen las vias
moleculares y dianas evaluadas descritas en la bibliografia.

-HER2/Neu como diana terapéutica: La amplificacion del oncogén ERBB2 vy la
sobreexpresién de sus proteinas codificadas como el factor de crecimiento epidérmico
humano-2 (HER2 / neu) se asocian significativamente con el carcinoma seroso uterino y se
consideran un indicador de mal prondstico (73). Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado contra HER2 / neu se ha asociado con mejores respuestas en carcinomas
serosos uterinos recurrentes, metastasicos o progresivos asociado a quimioterapia o
radioterapia (74,75). Actualmente existen varios estudios en curso que se centran en
precisar los algoritmos terapéuticos de las pacientes que presenten tumores con expresion
de HER2 (ClinicalTrials.gov NCT04205630, NCT04482309).

-Inhibidores del punto de control inmunolégico: Pembrolizumab, un anticuerpo
monoclonal humanizado anti-PD-1 (Programmed cell Death protein 1), ha recibido la
aprobacién de la FDA para el tratamiento de tumores recurrentes con deficiencia de MMR
o con alto indice de IMS basado en una respuesta favorable (76). La deficiencia de MMR y el
estado hipermutado en IMS se asocian con un aumento de las mutaciones somaticas y
mayores cargas de neoantigenos que conducen a una mayor infiltracién tumoral por células
T citotoxicas. También se espera que los tumores que albergan mutaciones POLE tengan
respuestas favorables debido a la carga de hipermutacién que les caracteriza, remarcando
una vez la tendencia hacia la terapia personalizada desarrollada a partir de la caracterizacién
molecular del tumor (77).

-La via PIBK-AKT-mTOR: Las vias de sefnalizacion de la fosfoinositido 3-quinasa (PI3K) y la
diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR) se alteran habitualmente en los cdnceres de
endometrio provocando un aumento de la sintesis de proteinas y de la proliferacién celular
aberrante, asi como un incremento de angiogénesis (78). Los inhibidores de mTOR como
Everolimus, Temsirolimus y Ridaforolimus han demostrado una eficacia clinica modesta para
el cancer de endometrio y se siguen investigando en combinacion con otros agentes
antitumorales. Motivo de su relevancia es la revisidon realizada por la Cochrane Library en
2019 (79). También se ha ensayado la combinacién de farmacos con diferentes moléculas
dianas con resultados de mejora en la supervivencia libre de progresién en cancer de
endometrio recurrente (80,81). La aplicacién generalizada de estos agentes como
tratamiento estandar para los canceres de endometrio dependera de la evaluacidn final de
la toxicidad y la tolerancia. La terapia dirigida a poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) y PI3K
podria llevar a enfoques terapéuticos individualizados en pacientes con céncer de
endometrio que presenten mutaciones en PTEN (82).
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-Terapias dirigidas a tumores mutados ARID1A: ARID1A es un gen supresor de tumor que
codifica la proteina AT-Rich Interacting Domain-containing protein 1A, ARID1A, miembro del
complejo de remodelacién de la cromatina (SWI / SNF) (83). La inactivacion de ARID1A se
asocia con la progresion tumoral de hiperplasia atipica compleja a carcinoma de
endometrioide y a menudo se pueden relacionar con IMS y con neoplasias de peor
prondstico (84). Su papel en la progresién tumoral hace de la mutacién en ARID1A un
potente biomarcador a nivel de biopsia endometrial en casos de hiperplasia atipica (85). Por
ultimo, la mutacion en AIRD1A se ha relacionado con una mayor sensibilidad de las células
neoplasicas a terapias con inhibidores de EZH2 (86) o de PARP (87). Estos hallazgos recientes
se estan evaluando en ensayos clinicos para determinar su beneficio clinico para las
pacientes con carcinomas de endometrio (ClinicalTrials.gov NCT04065269).

-Sobreexpresion de VEGF: La angiogénesis es uno de los procesos fundamentales que
conducen al crecimiento tumoral, a la invasidn y a las metastasis en tumores sdlidos. VEGF
(Vascular Endotelial Growth Factor), es el factor de crecimiento mas reconocido
actualmente que actua directamente sobre las células endoteliales vasculares y juega un
papel fundamental en la progresién, invasidon y metdstasis en cancer de endometrio
confiriendo mal prondstico (88,89). Por este motivo, la investigacion centrada en la
inhibicidon de la angiogénesis asociada a la inhibicion de moléculas como anti-PD-1 (90) o a
guimioterapia (91,92) es un punto de interés actual con resultados prometedores en
pacientes con estadios avanzados o recurrencia.

1.5.4. Tratamiento de la recidiva

En las pacientes diagnosticadas de recidiva se indica el tratamiento teniendo en
consideracion su localizacion (local o a distancia), el intervalo libre de enfermedad, los
tratamientos previos recibidos y el estado general de la paciente (36).

En los casos de recidiva sin irradiacion previa y lesion localizada en la vagina, la primera
opcidon recomendable segln las guias es el rescate con radioterapia. Se puede valorar la
opcidn de reseccion quirdrgica de la recidiva con asociacion de tratamiento adyuvante,
radioterapia y/o quimioterapia. Si la lesidn no esta localizada en la vagina y se encuentra a
nivel pélvico, la indicacidn es realizar cirugia primaria seguida de radioterapia. En casos en
qgue la lesion se prevea irresecable por pruebas de imagen, se recomienda tratamiento
radioterapico de entrada (72), asociado a quimioterapia en caso de extensidn a nivel pélvico
ganglionar (14).
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Sila paciente que presenta la recidiva ha recibido previamente tratamiento con radioterapia,
se recomienda la opcion quirurgica obteniendo margenes libres de enfermedad en caso de
lesion localizada (73). Si la recidiva es a nivel pélvico, la indicacién es la citoreduccién
quirurgica siempre y cuando se pueda realizar una reseccién completa de la enfermedad
macroscopica teniendo en cuenta la morbilidad del procedimiento. En casos de no reseccién
completa o esta no sea factible, se valorara reirradiar el drea o bien asociar quimioterapia.

En referencia a las recidivas extra pélvicas, si son localizadas o Unicas y se valoran como
resecables, puede ofrecerse tratamiento quirdrgico seguido de quimioterapia. Si no se
consideran candidatas de cirugia, se recomienda tratamiento sistémico quimioterdpico
como en los casos de recidiva en forma de metastasis multiples a distancia. La alternativa de
inclusion en ensayos clinicos resulta una opcidon a considerar, con especial interés en el
analisis del papel de la inmunoterapia en esta patologia (72).
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2. Sistema nervioso auténomo
2.1. Generalidades

2.1.1. Sistema nervioso simpatico y parasimpatico en el utero

El sistema nervioso auténomo (SNA) es la divisién del sistema nervioso central (SNC) y
periférico (SNP) que se encarga de la regulacion de las funciones involuntarias del
organismo, del mantenimiento de la homeostasis interna y de las respuestas de adaptacién
ante las variaciones del medio externo e interno. Clasicamente se divide en sistema nervioso
simpatico, formado por las fibras nerviosas simpaticas (SNS) y en sistema nervioso
parasimpatico, formado por las fibras parasimpaticas (PSNS). Dependiendo de la naturaleza
de los estimulos transmitidos, la inervacidon auténoma tiene componentes tanto aferentes
como eferentes. El componente aferente conduce estimulos sensoriales somaticos y
viscerales desde la periferia al sistema nervioso central, mientras que el componente
eferente envia impulsos para activar el musculo liso, el muisculo cardiaco y las glandulas (93).

Las neuronas preganglionares simpaticas que inervan el Utero se encuentran en la columna
intermediolateral de la médula espinal a nivel de T10-L2. Sus fibras preganglionares recorren
la cadena simpatica, emergen por los nervios lumbares y hacen sinapsis con las neuronas
postganglionares dentro del ganglio mesentérico inferior. Posteriormente, las fibras
simpaticas se introducen en la pelvis como ramas principales de los nervios hipogastricos
derecho e izquierdo desde el plexo hipogastrico superior. Las fibras postganglionares de
estas neuronas pasan a través del plexo hipogastrico inferior; interactian con fibras del PSNS
y contindan hasta el plexo uterovaginal para inervar la vagina y el Utero. Ademas, distintos
ganglios inervan selectivamente areas restringidas del Utero, lo que revela el control
especifico de la actividad uterina en cada region (94). Finalmente, algunas fibras
preganglionares de los segmentos espinales L1-L2 descienden directamente por la cadena
simpatica y hacen sinapsis con neuronas postganglionares en el plexo hipogastrico (Figura
7).

En referencia a los neurotransmisores, las fibras preganglionares liberan el neurotransmisor
acetilcolina (ACh), que actua sobre los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) de las
células postganglionares, mientras que estas células liberan principalmente noradrenalina
(NA) en los terminales simpaticos. El SNS en el Utero constituye un sistema complejo que
involucra varios tipos de cotransmisiones que implican una amplia gama de moléculas que
conforman las vesiculas sindpticas.
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Por ejemplo, NA junto con adrenalina (A), adenosin trifosfato (ATP), cromogranina,
hidroxilasa y otras moléculas con efectos oxitdcicos y tocoliticos se liberan de las neuronas
simpaticas mediante exocitosis. Cabe mencionar la gran variabilidad de receptores que
actudan en el Utero ya sea a nivel de expresion, de sensibilidad o de regulacién de distintas
vias intracelulares, dependiendo del status hormonal, especialmente en la gestacion (95).
Los efectos de A y NA, dos de los neurotransmisores mejor estudiados, ademas de ser
también hormonas, estan mediados por interacciones con receptores alfa adrenérgicos
(ADRa) y beta adrenérgicos (ADRPB). Se trata de receptores 7-transmembrana acoplados a la
proteina G (96) que se expresan ampliamente en la mayoria de tejidos (97), entre ellos en el
miometrio o en el endometrio. Las células del musculo liso uterino pertenecientes a las fibras
circulares situadas en la zona cervico-istmica, expresan especialmente receptores
adrenérgicos de tipo alA (a1AR) y su activacion genera un efecto contractil; mientras que
las células musculares de las fibras longitudinales localizadas en el cuerpo uterino poseen
principalmente receptores adrenérgicos B2 (B2AR) que inducen tocolisis o relajaciéon
muscular. También se ha descrito la expresion de los receptores B1AR y B3AR en las mismas
células, ambos con efecto tocolitico (98). Hasta la fecha, existe informacion limitada sobre
la presencia y la funcion endometrial de neurotransmisores y neuroreceptores del sistema
nervioso auténomo en endometrio sano. Se conoce la expresion de B1AR, B2AR, B3AR, a
nivel de las células endometriales, siendo B2AR el que parece mas relevante funcionalmente
(99-102) .

En la zona periuterina se han identificado también fibras nerviosas adrenérgicas que
secretan dopamina (DA). La actividad de la dopamina estd mediada por su union al receptor
de dopamina (DR). Hasta el momento se han descrito cinco receptores, los cuales se dividen
segln su efecto sobre el adenilato ciclasa. Los receptores de tipo D1 (DRD1 y DRD5)
generalmente se asocian con la subunidad Ggs/olf Y, €n consecuencia, activan la enzima
adenilato ciclasa. Por el contrario, los receptores tipo D2 (receptores DRD2, DRD3 y DRD4)
generalmente se acoplan a la subunidad Gai/o € inhiben la actividad de la adenilato ciclasa
(103). Existe evidencia de la expresiéon del DRD2 en tejido endometrial (104) y también en
tejido placentario en un modelo animal murino (105).

Por otra parte, las neuronas preganglionares parasimpaticas que inervan el tracto genital
femenino y el Utero se localizan en la columna de células intermediolaterales de la médula
espinal sacra a nivel de S2-S4. Las fibras parasimpaticas emergen de las raices ventrales y
viajan a través de los nervios pélvicos esplacnicos hasta el plexo hipogastrico inferior, donde
se interrelacionan con fibras del SNS y se extienden para inervar el tejido uterino (Figura 7).
El neurotransmisor principal del SNPS es la ACh, la cual se almacena en las vesiculas de las
terminaciones colinérgicas junto a ATP y proteoglicanos (106).

52 urBe

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

La ACh estimula los receptores muscarinicos de acetilcolina (CHR) expresados en las células
miometriales uterinas. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G y se han identificado cinco genes que codifican para cinco subtipos
de receptores: CHRM1, CHRM2, CHRM3, CHRM4 y CHRM5. CHRM3 ha sido descrito como el
mas expresado en el Utero, tanto a nivel miometrial mediando las contracciones uterinas,
como a nivel endometrial, estando implicado en procesos patoldgicos (107).

Topograficamente, las fibras nerviosas autdnomas se distribuyen heterogéneamente en el
utero, siendo mds numerosas en el extremo tubdrico del cuerno uterino y en el cuello
uterino (99). La densidad nerviosa en los érganos reproductores es variable en las diferentes
especies estudiadas (108). En humanos, la organizacion de fibras del SNA en el Utero es
centripeta desde la serosa hasta el endometrio (109); presentando una alta densidad
alrededor de las arterias arcuatas y radiales que se interponen entre las dos capas de
musculo liso (99,100). La inervacion en el endometrio no patoldgico no ha sido estudiada en
profundidad, pero la capa mas interna del Utero podria estar escasamente inervada por
fibras del SNA, ubicandose éstas alrededor de los vasos en caso de existir (109). La
informacién mas interesante proviene de la investigacién sobre situaciones patoldgicas
como la endometriosis. La presencia de nervios en muestras de tejido de endometriosis se
ha confirmado en humanos y en modelos murinos en los que los implantes de endometrio
ectopico desarrollan fibras nerviosas simpaticas, parasimpaticas y sensoriales en la totalidad
de las capas (110,111). Sin embargo, en pacientes sin patologia, tan solo se observaron fibras
nerviosas en la capa basal del endometrio y no en la capa funcional (112) (Figura 7).

Un aspecto importante de la inervacidn uterina es la capacidad de remodelar su estructura
en respuesta a las oscilaciones de las hormonas sexuales (estrégeno y progesterona) durante
la pubertad, el ciclo menstrual y el embarazo (113). Las variaciones ciclicas en los niveles
circulantes de estrégeno y progesterona influyen fuertemente en la densidad y tipo de
inervacion uterina. Por una parte, se ha descrito que el estrogeno modula el metabolismo y
la liberacion de NA de los terminales nerviosos (114). Paralelamente, varios estudios con
modelos animales han demostrado que la administracion de estrégenos modifica la
densidad de fibras simpaticas (115). La interrelacidon entre ambos factores presenta un
comportamiento inverso; el estrogeno provoca una rdpida degeneracién de los axones
terminales simpaticos en el miometrio y, estos se regeneran en condiciones limitadas de
estrégeno (116). Los nervios simpaticos son, por tanto, los mas susceptibles, mientras que
los nervios parasimpaticos y sensoriales no muestran cambios significativos en la exposiciéon
hormonal. La dindmica en la interaccion fisioldgica entre las hormonas sexuales y las fibras
nerviosas podria ser relevante y deberia tenerse en cuenta en el estudio del érgano
reproductor y sus patologias subyacentes (108).

uUnB 53

Universitat Autonoma
de Barcelona



INTRODUCCION

A | Visidn general del SNA en el Gtero B | Anatomia uterina
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Figura 7. Esquema representativo de la inervacién auténoma en el utero.

A: Vision general de la inervacién del sistema nervioso auténomo incluyendo el recorrido de las fibras
nerviosas y las principales estructuras. Sistema nervioso simpatico (rojo), sistema nervioso
parasimpatico (azul), fibras nerviosas aferentes viscerales (verde), linea continua: fibras
preganglionares, linea discontinua: fibras postganglionares.

B: Corte transversal a nivel de tercio medio del Utero que permite la identificaciéon de la anatomia
uterina compuesta por tres capas (serosa, miometrio y endometrio) junto a la red vascular y las fibras
del sistema nervioso auténomo. Obtenida de (117).

2.2. Componente neuronal en el microambiente tumoral

El microambiente tumoral estd compuesto por células tumorales y no tumorales, por
factores de crecimiento y por proteinas que favorecen una compleja interaccion molecular
relacionada con el crecimiento del tumor. Todos ellos son componentes criticos que influyen
en el proceso inicial, en la progresién y en la metastasis (118). En las Gltimas décadas se han
publicado numerosos articulos sobre la relacién bidireccional entre el tumor y el sistema
nervioso autonomo (119). En la progresiéon tumoral, las acciones de los sistemas nerviosos
simpatico y parasimpatico son complementarias, a diferencia de la relacién opuesta
conocida y aceptada en la fisiologia humana.
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Aunque los dos sistemas estan implicados en cancer, existe mas informacion acerca de la
contribucién de la sefializacion simpatica, principalmente la B-adrenérgica (Figura 9) (120).
Existe evidencia que apoya la hipdtesis basada en que el estrés cronico puede afectar la
iniciacién y progresién del tumor (121,122). Las catecolaminas, incluyendo DA, NA y A, son
conocidas como las neurohormonas del estrés dado que sus niveles circulantes incrementan
durante el estrés psicoldgico (123). Los estudios in vitro han mostrado que estas moléculas
ejercen un efecto sobre la proliferacion y viabilidad celular, la migracién y la invasion de la
célula tumoral a partir de la interaccion autocrina o paracrina con los otros elementos del
microambiente tumoral (124-127). El didlogo (crosstalk) activo entre la sefializacién
autonoma y las células tumorales se demostrd por primera vez en cancer de prostata (128)
y cancer gastrico (129) y posteriormente se ha extendido a otros tipos tumorales (130,131).

Similar al proceso de angiogénesis, existe evidencia de la formacién de novo de nuevas
terminaciones nerviosas en el tumor, un fendmeno denominado neurogénesis (132,133). La
liberacidon de neurotransmisores de las fibras nerviosas del microambiente tumoral activa
las células tumorales a través de neuroreceptores especificos, al igual que otras células como
las inmunitarias o las endoteliales que expresan neuroreceptores (134). Los macrdfagos, por
ejemplo, expresan neuroreceptores que median la respuesta de liberacidén de citoquinas e
interleuquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) que actUan sobre la célula tumoral. Este
proceso, regulado en algunos escenarios mediante la sefializacion B-adrenérgica, induce la
transicion epitelio-mesénquima en la célula tumoral y la expresién de metaloproteasas de
la matriz extracelular (MMP) promoviendo las metastasis (135). Ademas, se ha descrito otro
mecanismo, la axonogénesis, que consiste en la elongacidn y el direccionamiento de axones
localizados en la vecindad del tumor. Se conoce que la densidad de nervios que infiltran el
microambiente tumoral es superior en los tumores de préstata, colorrectal y mama
comparado con el tejido sano correspondiente (136). Su presencia se ha asociado con la
agresividad tumoral, mal prondstico y disminucién de la supervivencia de los pacientes (137—-
139). Otro fendmeno donde se ha involucrado al SNP es la invasion perineural, considerada
como la cuarta ruta de metastasis, por la cual las células tumorales diseminan por el espacio
perineural (140).

El proceso de iniciacion tumoral requiere la presencia de varias mutaciones para el
mantenimiento de las divisiones de las células tumorales y la adquisicion de resistencia a la
apoptosis. Numerosas lineas celulares humanas de cancer de mama exhiben alteraciones en
el ADN después de ser sometidas a un exceso de sefal B-adrenérgica y estimulacién con
glucocorticoides (141). En modelos in vivo de cancer de pancreas (142) y de prdstata (128),
se ha observado un incremento de la carcinogénesis con la estimulacion de la via B2AR y una
inhibicidon del mismo proceso en la denervacion del SNS.
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Paralelamente, la implicacion de VEGF en la angiogénesis tumoral promovida por la
sefializacion adrenérgica ha sido demostrada en modelos xendgrafos con implantacién
ortotdpica de carcinoma de ovario humano, donde se ha evidenciado que la estimulacion de
la via de sefializacion B2AR/AMP ciclico (AMPc)/proteina quinasa A (PKA) incrementa la
expresion de VEGF asociada a un aumento de la vascularizacion peritumoral y al crecimiento
tumoral (143). Resultados similares han sido identificados en modelos in vivo de cancer
colorrectal y cancer de mama (144,145).

Otro mediador importante del sistema catecolaminérgico es la dopamina. Juega un papel
importante en la modulacion inmunoldgica y en la carcinogénesis como precursora de la
adrenalina y la noradrenalina, pero también como neurotransmisor del SNS y como
hormona circulante (Figura 8). La via de sefializacién dopaminérgica ha surgido como una
nueva diana terapéutica debido a su efecto antiproliferativo en varias lineas tumorales
humanas (146). A pesar de eso, el papel de los receptores dopaminérgicos no estd claro y
podria ser tumor-especifico debido a la variabilidad de efectos que se han descrito para esta
molécula (147). Varios articulos reportan diferentes patrones de expresion de ARNm y de
proteina relacionadas con la sefalizacion dopaminérgica en tumores como la mama, el
pancreas, el endometrio o el glioblastoma (148-151). Su accién mas estudiada es la mediada
a través de los receptores de la familia DRD2 y la via cAMP/PKA en cancer de colon (152), su
papel en la supresién de la invasion y migracion de células de cdncer gastrico a través de la
inhibicion de la via EGFR/AKT/MMP-13 (153) y su efecto sobre la angiogénesis a través de la
regulacién de VEGF en céncer ovarico (154,155). Un estudio reciente determiné que DRD2
puede contribuir a la progresion de tumores malignos inducidos por estrés psicolégico a
través de la activacion de la via HIF1a independiente de la presencia de oxigeno (156).

Otras investigaciones se han dirigido, sin embargo, al estudio de la implicacion de DRD1.
Trabajos recientes han confirmado que la expresién de DRD1 correlaciona con la progresion
tumoral y la formacion de las metastasis en cancer de mama (157,158). En otros tipos
tumorales como el hepatocarcinoma, los resultados son divergentes (159,160). La
implicacion de la dopamina en la comunicacion neuro-inmunoldgica es también un item en
constante investigacion. Los hallazgos de un estudio reciente muestran que las células T
CD8+ expresan DRD1 y DRD2 y ademas producen altos niveles de DA intracelular (161). Estas
células son cruciales para que el tumor escape del sistema inmunitario del huésped, por lo
gue la capacidad de la dopamina para inhibir su funcién respalda esta senalizacion como
determinante en la progresién tumoral.
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Con los datos disponibles en la literatura, no existe una consistencia de efecto en general,
pero es necesario remarcar que existen multitud de vias de actuacidon posibles de esta
catecolamina a través de los diferentes subtipos de receptores (162). Queda pendiente
realizar mas experimentacion para determinar especificamente su papel en cada tipo de

cancer.
DRD1 DRD2
O %Cspamina O Dopamina O zo)pamina
\ | ¥

Célula tumoral Célula inmunolégica Célula endotelial
Supervivencia (DRD2) Polarizacion de macréfagos Movilizacién de células
Proliferacion (DRD1-DRD2) (DRD2) progenitoras endoteliales (DRD2)
Autofagia (DRD2) Actividad de las células T Angiogénesis (DRD1-DRD2)
Migracion (DRD1-DRD2) reguladoras (DRD1)

Invasion (DRD1-DRD2)

Figura 8. Representacion esquematica de la implicacion de la dopamina y los receptores DRD1 y
DRD2 en las funciones de las células del microambiente tumoral. Se detalla la implicacién del DRD
descrita. Adaptada de (147).

Al igual que ocurre con el SNS, el papel del SNPS en el desarrollo tumoral es contradictorio
hasta el momento. Existen estudios que describen ambos efectos (inhibitorio o inductor)
sobre la progresion tumoral (163). El neurotransmisor clasico del SNPS es la ACh y su efecto
estda mediado a través de los receptores nicotinicos y muscarinicos expresados por las células
tumorales y células inmunes. Por ejemplo, la expresién de a7nAChRs en una linea celular de
cancer de colon promueve la carcinogénesis mediante sefializacién paracrina (164);
paralelamente, a9nAChR ha sido identificado como un marcador de progresién tumoral en
cancer de mama, correlacionandose su expresién con una mayor progresion (165). Las
distintas vias de activacidn a nivel intracelular, los diferentes perfiles inmunes presentes en
el microambiente tumoral o los niveles de ACh en las terminaciones nerviosas pueden ser
importantes para diferenciar el efecto del SNPS en cada tipo tumoral. Ademas, la relacién
con el propio SNS también puede contribuir al efecto final (166). Por lo tanto, son necesarios
mas estudios para dilucidar la complejidad del SNPS en el cancer.
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Adicionalmente a la relevancia prondstica del SNA, las implicaciones terapéuticas del control
nervioso emergen como un nuevo paradigma en el tratamiento del cancer. Para este fin es
necesario conocer los mecanismos precisos de como éste contribuye al crecimiento tumoral.
Se han utilizado modelos animales para evaluar el efecto tanto de la denervacion quirurgica
como la intervencion farmacoldgica, asi como para detectar los neuroreceptores
mayormente implicados en estas vias moleculares (129,167).

Las dianas terapéuticas en el SNA son multiples. Farmacos ya existentes como los beta-
blogueantes, podrian utilizarse como terapia adyuvante junto con otros tratamientos
oncolégicos dado que estudios retrospectivos han sugerido un impacto sobre la
supervivencia de pacientes con cancer de préstata, mama u ovario (168-170) que tomaban
este tipo de farmacos con otra indicacién médica. Actualmente existen algunos ensayos
clinicos, entre ellos NCT02944201 y NCT04493489, en cancer de proéstata y vejiga
respectivamente; disefados para evaluar la eficacia terapéutica de antagonistas de los
receptores adrenérgicos. El mas utilizado es el propranolol, un antagonista beta-adrenérgico
no selectivo (171). Es importante sefialar que las respuestas al estrés, mediada en parte por
el sistema adrenérgico y las respuestas pro-inflamatorias a menudo se entrelazan, dado que
tanto los ADRB como las prostaglandinas activan el mismo inmunosupresor intracelular y los
mismos mecanismos protumorogénicos (sefializacion cAMP-PKA). Por lo tanto, una opcién
interesante es el bloqueo simultaneo de la actividad de ADRB y COX2 ya ensayado en algunos
estudios preclinicos en cancer de colon (172,173).

Hay evidencia que sugiere que la activacion de la sefalizacion dopaminérgica puede inhibir
la progresién tumoral en cancer de mama, estdmago, ovario, pulmdn, pancreas o prostata
(174). En consecuencia, el uso de farmacos dirigidos a los receptores de dopamina, parece
ser una herramienta prometedora como terapia complementaria (158,175) .

2.3. Antecedentes y estado actual de la contribucidon del SNA en la
progresion del cancer de endometrio

En cancer de endometrio, la evidencia cientifica sobre la contribucién del SNA en la
progresion tumoral es limitada, por tanto, su implicacién clinica estd aun pendiente de
estudio. A continuacidn se describen los datos disponibles hasta el momento.
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En el afio 2007 se realizd un estudio para determinar la expresion a nivel de proteina de los
ADRB en diversos tipo tumorales en comparacién con tejidos controles. Los resultados
mostraron una expresion significativa para el subtipo ADRB2 con un valor
inmunohistoquimico de 0,0 vs 1,1 (p valor 0,01) en tejido no tumoral en comparacion al
tumoral de cancer de endometrio. Contrariamente, los receptores ADRB3 y ADRB1 no
mostraron diferencias, pero si se detectaron con expresién baja-moderada en las muestras
tumorales (176). Con respecto a ADRB3, se conoce que es abundante en el tejido no tumoral
como el tejido adiposo marrdn y desempena un papel importante en la lipdlisis y la
termogénesis (177). ADRB3 se ha relacionado con el sindrome metabdlico, un factor de
riesgo conocido para el cancer de endometrio (178). En otro estudio se demostré que la
prevalencia del alelo del polimorfismo Trp64Arg en el gen del receptor ADRB3 podria
contribuir a una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer de endometrio entre las
personas obesas (144). Por otra parte y en referencia al proceso de la angiogénesis, la
liberacion de catecolaminas inducida por estrés puede activar los ADRB en las células
tumorales y desencadenar una mayor expresién de moléculas proangiogénicas como VEGF
(179-181). Especificamente en cancer de endometrio, un trabajo publicado recientemente
ha revelado que los niveles séricos de VEGF se asocian a factores de riesgo de recidiva (182).

La presencia de inervacién colinérgica se ha detectado también en los tumores
endometriales. Un estudio que evalud la expresion inmunohistoquimica de CHRM3 en 257
pacientes con carcinoma endometrial, mostré que el receptor muscarinico se expresa en
gran medida en el carcinoma endometrial avanzado y estd estrechamente correlacionado
con el estadio FIGO, la invasién vascular y la metastasis linfatica. Este hallazgo, representa
un posible modelo prondstico y podria tener un valor clinico significativo en terapia dirigida
para pacientes con carcinoma de endometrio (107).

Asimismo, la implicacion de la sefializacion dopaminérgica se ha descrito en el cancer de
endometrio. Un estudio reciente expone que el receptor DRD2 presenta una mayor
expresion en subtipos serosos y que se asocia con el grado, el estadio y con una menor
supervivencia global (183). Relacionado con el mismo receptor, la molécula ONC201 podria
representar una interesante terapia dirigida en este tipo tumoral. Se define como un
antagonista selectivo de DRD2 y DRD3 y su mecanismo de accidon se basa en la inhibicion de
la proliferacion celular aumentando el estrés celular e induciendo apoptosis (184). Segun
hallazgos experimentales en lineas celulares establecidas, ONC201 tiene la capacidad de
estimular la expresion del ligando de muerte llamado Ligando inductor de apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) de una forma independiente de p53
(185).
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En consecuencia, esta molécula podria representar un agente neuroterapeutico novedoso
dirigido particularmente a las formas mds agresivas, motivo por el cual algunos ensayos
clinicos ya se encuentran en desarrollo (NCT03485729). Paralelamente también se han
realizado estudios in vitro e in vivo con otra molécula analoga a ONC201, la denominada
ONC206. Este compuesto antitumoral induce una reprogramacion metabdlica de las células
de cédncer de endometrio seroso que expresan DRD2 convirtiéndose también en un
prometedor agente terapéutico (186).

Como ultimo punto de los conocimientos sobre la relacion del SNA y el cancer de
endometrio, cabe destacar que la dependencia hormonal de la inervacion uterina es una
caracteristica importante de la fisiologia del utero que podria influir en los procesos
patoldgicos asociados. Se ha observado que los niveles de estrégeno circulante influyen en
la inervacion simpatica uterina, mayoritariamente a través de receptores de estrégenos tipo
o (ERa) (Figura 9) (116,187). La generacidon y regeneracion de los axones terminales
simpaticos se lleva a cabo mediante la produccién de proteinas que repelen los axones en
presencia de la hormona esteroide (108,188). Ademas, el estrégeno también afecta la
expresion de receptores de neurotrofina en las neuronas simpaticas, lo que favorece la
degeneracion del tejido diana, asociado a su poder de modulacién de la liberacion de NA
(123). En el mismo microambiente tumoral, las hormonas estrégeno y progesterona podrian
influir en los terminales nerviosos (116,189). A partir de esta informacién se abre una
ventana a la investigacion para determinar la implicacion clinica de la relacidon entre la
inervaciéon y las hormonas sexuales en diferentes etapas del cancer de endometrio. El
conocimiento de los mecanismos de interaccion entre el SNA y las hormonas con la célula
tumoral podria contribuir al disefio de farmacos dirigidos a dianas especificas en las vias
neuroendocrinas.
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Figura 9. Dialogo (crosstalk) activo entre la sefializacion auténoma y las células tumorales
implicado en la progresion tumoral. Las células tumorales pueden atraer fibras nerviosas y estimular
el crecimiento nervioso mediante la secrecion paracrina de factores neurotréficos (NF) en un proceso
llamado axonogénesis y neuroneogénesis, respectivamente. Por el contrario, las fibras nerviosas
secretan neurotransmisores (NA, A, ACh) que se unen a los neuroreceptores expresados en las
células tumorales y células del estroma como células endoteliales e inmunitarias, para estimular el
crecimiento tumoral. Los macréfagos asociados al tumor expresan neuroreceptores y también
juegan un papel importante al secretar citocinas proinflamatorias (ILs) que ayudan al tumor a eludir
las respuestas antitumorales. Ademas, el estrégeno tiene dos efectos, la induccion del crecimiento
tumoral al aumentar la sefializacion de estrégeno junto a la transcripcidon de genes proliferativos en
las células tumorales y la modificacion de las fibras simpaticas (SNS), lo que podria dar prevalencia a
la sefializacion parasimpatica (SNPS) en algunas etapas de progresién tumoral. Adaptada de (117).
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3. Modelos animales y lineas celulares en cancer de endometrio

3.1. Modelos animales

El disefio de modelos de experimentaciéon que permitan reproducir el comportamiento
tumoral y ensayar farmacos es uno de los pilares de la investigacion en cancer. Los modelos
de ratén son los mas utilizados en investigacion oncoldgica, principalmente por su facil
manipulacion y mantenimiento, su bajo coste econdmico, su capacidad para generar
tumores, asi como la disposicion de numerosa informacion dado su amplia utilizacion a nivel
experimental. El objetivo del modelo animal es que se asemeje al maximo a la patologia en
el ser humano. Esto permite el estudio del desarrollo de la enfermedad y su utilizacién en
ensayos preclinicos con alto valor predictivo para poder transferir el significado de los
resultados a la practica clinica habitual.

Las particularidades del modelo animal oncolégico ideal son:

-Preservar de caracteristicas histopatoldgicas del tumor humano primario.

-Mantener las mismas vias y alteraciones génicas de invasion y progresion tumoral.
-Presentar una progresion clinica analoga al ser humano.

-Mostrar una respuesta similar a la terapia que en la practica clinica habitual con pacientes.

Fue en los afios 60 cuando se publicaron los primeros datos de experimentacion in vivo sobre
células tumorales leucémicas en modelos murinos (190). Desde entonces, los modelos

animales han ido evolucionando, existiendo diferentes opciones entre las que destacan:

-Modelos transgénicos (GEM: Genetically engineered models): Se trata de ratones a los que

se ha modificado su material genético, habitualmente alterando genes implicados en la
carcinogénesis tumoral como PTEN, TP53 o MIG-6 (191). Es posible introducir un gen
adicional (knock-in) o contrariamente suprimir un gen (knock-out). Aportan ventajas, como
su utilizacién para el ensayo con farmacos conociendo la mutacidon en concreto, pero
también limitaciones como el desconocimiento del nimero de copias incorporadas, el lugar
exacto de la insercién o la falta de heterogeneidad tumoral, presentando diferencias
importantes respecto a los pacientes. Algunos ejemplos son los ratones transgénicos knock-
out para PTEN (192,193).
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-Modelos xendgrafos: Se generan a partir de ratones inmunodeprimidos para que la

inoculacidn de células tumorales de otra especie (humano) no produzca rechazo del tejido.

Los modelos xendgrafos pueden ser derivados de tumor de paciente (Patient-derived

xenograft models-PDX) o bien derivados de lineas celulares tumorales establecidas vy

comerciales. Existen varias cepas de ratones inmunodeprimidos con distinto grado de

inmunodepresion (Tabla 6).

Tabla 6. Tipos de ratones, deficiencias inmunolégicas y caracteristicas de los ratones
inmunodeprimidos utilizados habitualmente para la generacién de los modelos xendgrafos para
uso en oncologia experimental. Adaptada de (194).

Deficiencia L.
Cepa . L. Caracteristicas
inmunoldgica
e Desarrollo defectivo del epitelio timico que
confiere la inmunodeficiencia.
e Bien caracterizados, amplia experiencia en su
Swiss Células T no uso.
Nude funcionales e Tasa de implantacion elevada.

¢ Nivel de inmunosupresién moderado.
e Crecimiento de pelo anormal y elevada
incidencia de vascularizacidn corneal.

SCID (Severely
compromised immune
deficient mice)

Células Ty B no
funcionales

e Mayor tasa de implantacion de injerto de
células y tejidos tumorales por un nivel de
inmunosupresion mayor.

e Costes econdmicos superiores.

NOD-SCID (Non obese
diabetic SCID mice)

Células Ty B no
funcionales

Células natural
Killer (NK) alteradas

¢ Nivel de inmunosupresién elevado.
e Adecuados para lineas celulares de cancer
hematopoyético.

NSG o NOD. Cg -PrkdcScid
lI2rgtm1 Wil /s

Células T, By NK no
funcionales

¢ Mutacion en el gen del receptor de
interleucina 2, deficiencia en multiples vias
de sefializacién y disfuncién de inmunidad
innata.

e Adecuados para lineas celulares de cancer
hematopoyético.

e Adecuado para el andlisis de metastasis y
células madre de cancer humano.
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Existen basicamente dos tipos de modelos xenégrafos dependiendo de la localizacidon de la
implantacion tumoral (Figura 10).

Cirugia
cancer Tumor en
de endometrio fresco

- S
\ ‘\‘ }

.

Lineas de células de tumor

Tumor fragmentado i ; .
de cancer de endometrio establecidas

Implantacién en ratén inmunodeprimido

Implantacién
heterotdpica

Implantacién
ortotdpica

Figura 10. Descripcion del proceso de implantacion heterotdpica y ortotdépica en el ratén
inmunodeprimido para generar los modelos xendgrafos. Se ilustra la implantacién de fragmentos
de tumor derivados de paciente y de lineas celulares tumorales establecidas. Adaptada de (194).

-lImplantacidn heterotdpica: El fragmento de tumor o las células se implantan en un area del

ratén no relacionada con el érgano de origen del tumor. Generalmente se realiza por via
subcutdnea en la region interescapular, en la grasa mamaria o en la capsula renal (195). En
la implantacién subcutanea es habitual la necrosis tumoral central dado el limitado aporte
vascular subcutdneo y se trata de un modelo con una limitada diseminacion metastasica.

-lImplantacién ortotdpica: El tejido tumoral o las células del paciente se coloca en el érgano

anatédmico correspondiente al origen del tumor. En el caso del tumor de endometrio en el
utero. Esta localizacion favorece la creacion de un microambiente tumoral éptimo para la
invasion local y la progresion a distancia.
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A partir de la implantacién del injerto del tejido tumoral del paciente en el ratdn
inmunodeprimido (ratén nodriza), y tras su crecimiento, se realiza la extraccidon y se
reimplanta un fragmento en nuevos ratones (ratén experimental). La tasa de injerto
depende de multiples factores que a la vez son motivo de estudio, como por ejemplo la cepa
de raton, las caracteristicas tumorales, el método de implantacién o la aplicacion de matrices
extracelulares (matrigel etc.) (196).

Los métodos de seguimiento o monitorizacidon del crecimiento del tumor son diferentes
segun el objetivo y los recursos disponibles (197). Los tumores heterotépicos o subcutdneos
ofrecen ventajas en este sentido, dado que su evolucidon puede seguirse en forma de
inspeccion visual o palpacién. Sin embargo, el seguimiento de los modelos ortotdpicos
requiere la utilizacién de técnicas de imagen, aunque también es posible realizar la palpacién
tumoral en estadios mas avanzados. Como herramientas de seguimiento destacan la
resonancia magnética, la ecografia, la tomografia computarizada o la tomografia con
emisién de positrones.

La imagen dptica mediante fluorescencia (FLI) o bioluminiscencia (BLI) es una técnica no
invasiva ampliamente utilizada en la monitorizacién tumoral de modelos murinos
experimentales. Para su realizacion, precisa de la introduccién en la célula tumoral de un
gen que exprese una proteina fluorescente como GFP (Green fluorescent protein) para la
deteccién de fluorescencia, o el gen de la luciferasa, para la deteccion de la bioluminiscencia.
En este ultimo caso, la reaccién quimica producida bajo la presencia del substrato (D-
Luciferina) produce una emisién de luz que permite la integracion de la sefial luminosa con
la localizacidn de las células tumorales. Su utilidad es la monitorizacién del tumor primario y
de las lesiones metastdsicas en su progresién o bien bajo la aplicacién de tratamientos
farmacoldgicos a tiempo real (198).

3.2. Modelos xendgrafos a partir de lineas celulares de cancer de
endometrio

Las lineas celulares de cancer establecidas son una herramienta fundamental tanto en la
investigacion de los mecanismos moleculares de carcinogénesis in vitro e in vivo como en el
campo del desarrollo de farmacos antitumorales (199). Estas lineas tumorales permiten una
facil manipulaciéon en el laboratorio y suponen un coste econdmico moderado comparado
con otros procedimientos. Ademas, pueden ser manipuladas genéticamente, existiendo la
posibilidad de introducir material genético exdgeno para aportar la ganancia o la pérdida de
la expresion de algunos genes.
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Como limitaciones destacan la imposibilidad de mantener la heterogeneidad intratumoral,
la capacidad de experimentar cambios epigenéticos durante su crecimiento o la pérdida del
microambiente tumoral formado por la interaccién con otras células del estroma,
inhibiéndose la expresién de proteinas importantes en el desarrollo tumoral. Por este
motivo su relevancia clinica es menor que los modelos creados a partir de tejido tumoral
obtenido de paciente; a pesar de eso, tienen un papel relevante en la investigacion en
medicina traslacional en ginecologia (200).

En el caso del cancer de endometrio, existen mas de quince lineas de células establecidas
representativas de diferentes subtipos tumorales (201,202). Varios andlisis han demostrado
que las caracteristicas moleculares, como la alteracion en la via PI3K/AKt, se mantienen en
las células in vitro sin cambios respecto el tumor original del paciente, dato relevante para
la traslacién clinica de los experimentos (82,203). Las lineas celulares mas frecuentemente
utilizadas en experimentacién en cancer de endometrio son HEC1A, HEC1B, Ishikawa,
AN3CA, ARK1 y KLE las caracteristicas de las cuales se describen en |la Tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas de las lineas celulares mas utilizadas en cancer de endometrio. Adaptada
de (200,201,204,205).

Linea HEC1A / HEC1B | Ishikawa AN3CA ARK1 KLE
Celular
Descripcion Kuramoto H Nishida Dawe CJ Informacion no | Richardson
inicial 1972 1985 1964 identificada 1984
Neoplasia
:zze;:ir;ija a Metdstasis de
Tipo de Adenocarcinoma | Adenocarcinoma . Adenocarcinoma |colon de
. . acantosis . .
tumor endometrio endometrio . endometrio adenocarcinoma
nigricans endometrioide
obtenida de un
ganglio linfatico
Expresion . . .
RREE Baja Alta Baja Alta Baja
Expresion . . . .
RRPP Baja Alta Baja Baja Baja
PTEN WT Deleccion Deleccion WT WT
Mutacion de Mutacion de Mutacion de Informacién no Mutacion de
p53 cambio de cambio de cambio de . . cambio de
. . . disponible .
sentido sentido sentido sentido
HEC1A Alta Informacion no .
. . . B
IMS HEC1B Baja Alta Alta disponible a3
G.rado, . 2 1 Metdstasis 3 Metaéstasis
histoldgico
1/
Tipo (Clas. Discordancia en | | " |
Bokhman) la bibliografia
conocida (201).

Abreviaturas: RREE: receptores estréogenos; RRPP:

microsatélites, WT: wildtype, nativa.
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3.3. Modelos xenodgrafos derivados de muestra de pacientes (PDX) en cancer
de endometrio

Los PDX o Patient-derived xenograft models se generan a partir de la implantacién de una
muestra de tejido tumoral de paciente directamente en ratones inmunodeprimidos.
Representan un modelo dptimo para la investigacion traslacional dado que preservan las
caracteristicas genéticas, histoldgicas y fenotipicas del tumor primario con una tasa de
implantacion del 60-80% (206).

Especificamente en cancer de endometrio, existe experiencia en la creaciéon de modelos PDX
desde hace una década (207). Cabrera y et al. fue la primera en describir el desarrollo de
modelos PDX ortotdpicos a partir de tejido de cancer de endometrio de paciente (208). En
este estudio se experimenta con dos vias de implantacion ortotépica: la transmiometrial,
con una tasa de injerto elevada, y la transvaginal, menos invasiva, pero con resultados
limitados en cuanto a la implantacién del tejido. Con varios experimentos, demostré que las
caracteristicas histolégicas y moleculares del tumor primario, asi como su capacidad de
diseminacion se mantenian respecto al tumor original del paciente. Posteriormente otros
autores como Haldorsen et al. (197) o Depreeuw et al. (209) publicaron varios experimentos
incluyendo los ensayos con células en suspension en lugar de tejido tumoral, favoreciendo
la presencia de células madre tumorales o bien, desarrollando modelos subcutaneos que
demostraron la conservacion de las caracteristicas bioldgicas del tumor primario. Unno y et
al. por su parte establecid un modelo PDX de cuatro subtipos histoldgicos de cancer de
endometrio implantados en la capsula renal reportando que en esta localizacion las células
tumorales se encontraban en un ambiente susceptible de invasidon y metastasis (210).

Una colaboracién europea llevada a cabo por la European Network of Individual Treatment
in Endometrial Cancer (ENITEC) resulté en la generacidn y caracterizacién de modelos PDX
de 124 tumores endometriales primarios y metastasicos representando los distintos
subtipos histolégicos en practicamente todas las etapas y grados. Este tipo de trabajos
genera un recurso valioso para futuros ensayos preclinicos y una red de colaboracion con las
habilidades y la experiencia adecuadas para llevar a cabo un ensayo clinico multicéntrico
(206). El empleo de los modelos PDX tiene un papel relevante en la evaluacién de nuevas
terapias para los diferentes subtipos de cancer de endometrio, asi como en la seleccion de
grupos de pacientes que puedan representar una diana mds éptima para cada tratamiento.
Las mutaciones en las vias implicadas en la progresion tumoral son la diana de agentes como
el Palbociclib en modelos PDX PTEN mutados (211) o como NVP-BEQ235 y AZD6244 en
modelos PDX de cancer endometrioide recurrente de alto grado asociado a mutaciones de
PTEN, PIK3CA'y KRAS (209,212).
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Las ventajas de los modelos xendgrafos derivados de paciente son 1) la preservacién del
perfil genético del tumor primario y su estabilidad en la transicion de tumor en varios
animales 2) la conservacidn inicial de las principales caracteristicas histolédgicas y fenotipicas
del tumor, su arquitectura tisular, los componentes del estroma y de las células madre
tumorales, las interacciones entre células y su distribucion espacial 3) la ampliacion de la
masa o cantidad tumoral que facilita el analisis de la biologia y |la caracterizacion tumoral y
4) la generacién de una cohorte de ratones con el mismo tumor que puede usarse como
modelo preclinico para ensayos con farmacos antitumorales.

Como limitaciones de los modelos xendgrafos derivados de paciente destaca el hecho que
los ratones sean inmunodeprimidos. Esta caracteristica es necesaria para no producir un
rechazo del tumor, pero, en consecuencia, en los modelos PDX no es posible valorar todos
los factores inmunolégicos que afectan al crecimiento neopldsico. Como se ha descrito
previamente, se conoce que el microambiente tumoral esta formado por una compleja red
de células tumorales y células estromales y es clave en la invasién y progresion tumoral (213)
(Figura 9). Como segunda limitacién, a pesar de que las caracteristicas histoldgicas y
moleculares del tumor inicial se mantienen, incluyendo la heterogeneidad tumoral, tan solo
una reducida muestra de tumor es implantada. Por este motivo, puede existir una pérdida
de informacion histolégica o molecular del paciente que no sea inoculada en el ratén. Un
estudio monitorizd las alteraciones en el nimero de copias somaticas de numerosos
modelos PDX evidenciando evoluciones distintas (pérdidas y adquisiciones) entre el tumor
primario y el tumor del modelo; no obstante, la mayoria de los cambios no ocurrian en los
genes oncogénicos (214). Por ultimo, se debe tener en cuenta que, aungque los modelos
reproduzcan la evolucion del tumor inicial, en este proceso se pueden adquirir
particularidades propias del ratdon como la restitucion del estroma humano por el murino
(209). La solucion o alternativa a estas limitaciones relacionadas con la interaccion de la
célula tumoral e inmunitaria son los ‘ratones humanizados’. Las cepas de ‘ratén humanizado’
se basan en ratones severamente inmunodeficientes que toleran el injerto de un sistema
inmunolégico humano funcional y permiten el analisis especifico de la biologia y funciones
inmunes humanas (215). Hasta el momento no se conocen estudios en este tipo de modelos
en cancer de endometrio.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

La investigacién en cancer de endometrio en los ultimos afios ha evolucionado hacia un
diagndstico mas preciso del tipo histolégico y molecular y hacia una mejor prediccién del
prondstico de cada paciente. Sin embargo, el tratamiento del cancer de endometrio en
estadios avanzados supone un gran desafio biomédico debido a la impredecible tasa de
respuesta de las pacientes y a los efectos secundarios asociados a los tratamientos
administrados. El sistema nervioso ejerce un papel importante en la fisiopatologia de
multiples tipos de cancer. Las catecolaminas se han perfilado como uno de los principales
mediadores de la relacion entre el estrés crénico y la progresion del cancer.

Por tanto, creemos que la expresion de los receptores catecolaminérgicos puede asociarse
con variables clinico-patoldgicas proporcionando informacién prondstica relevante en el
manejo clinico del cancer de endometrio. Ademas, la posibilidad de desarrollar modelos
xendgrafos in vivo a partir de tumores derivados de pacientes, permitira caracterizar el
patrén de expresion de los mismos neuroreceptores para la validacion futura de resultados
clinicos. Al mismo tiempo, la experimentacion in vitro a partir de lineas celulares establecidas
de cancer de endometrio nos permitird validar el efecto de la neuromodulacién
catecolaminérgica como base para la estrategia terapéutica.

La integracién de diferentes modelos preclinicos asociados a datos clinicos permitira definir
la implicacién prondstica y terapéutica de los receptores catecolaminérgicos en la
fisiopatologia especifica de la neoplasia.
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2. OBIJETIVOS

Objetivo principal

Identificar y caracterizar el papel de los receptores catecolaminérgicos en el cancer de

endometrio, mediante la asociacidon de la expresion de los receptores con las variables

clinico-patoldgicas prondsticas y mediante el desarrollo de modelos preclinicos derivados de

muestras de pacientes y la neuromodulacién de lineas celulares establecidas de cancer de

endometrio.

Objetivos especificos

1.

urnBe

Universitat Autonoma
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Evaluar el patrén de expresidn de los receptores adrenérgicos a nivel de ARNm y
de proteina en muestras de carcinoma de endometrio y estudiar su asociacién
con las variables clinico-patoldgicas.

Evaluar el patrén de expresion de los receptores dopaminérgicos a nivel de ARNm
y de proteina en muestras de carcinoma de endometrio y estudiar su asociacién
con las variables clinico-patoldgicas.

Generar modelos xendgrafos ortotépicos derivados de muestras de pacientes
gue reflejen las caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad en estadio
avanzado y caracterizar la expresién de los receptores catecolaminérgicos en el
tumor generado.

Estudiar in vitro el efecto de la neuromodulacién adrenérgica y dopaminérgica
sobre la proliferacién en las lineas celulares HEC1A y AN3CA.

Evaluar la capacidad sinérgica de la activacidn y/o inhibicién combinada de DRD1
y DRD2 sobre la proliferacion en la linea celular AN3CA.
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1. Expresion de receptores catecolaminérgicos en muestras de pacientes
con cancer de endometrio

1.1. Poblacion y diseio de estudio

Se trata de un estudio descriptivo retrospectivo que incluye muestras parafinadas de tejido
tumoral originario de la pieza final de pacientes intervenidas por cancer de endometrio en
el Servicio de Ginecologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre los afios 2009-2018.

Los criterios de inclusidn fueron la confirmacion del diagnéstico por parte de un patdlogo
especializado en ginecologia y disponer de material suficiente y en condiciones éptimas para
realizar el experimento. Con el fin de disponer de una representacién de la practica clinica
habitual, se incluyeron muestras de diferentes subtipos y estadios de cancer de endometrio.
Ademas, se obtuvieron diez muestras de tejido endometrial sano para utilizarlas como
controles.

Se realizé una revisidn de las historias clinicas informatizadas recogiendo los datos clinicos
de las pacientes mediante el aplicativo Clinapsis (Version 1, Servicio Epidemiologia Clinica y
Servicios Sanitarios del [IB Sant Pau) el cual disponia de una base de datos creada
especificamente por la Unidad de Ginecologia Oncolégica. Posteriormente se extrajo la
informacién en formato Excel para analizarla. La identificacidon conjunta de la muestra y los
datos de la paciente se realizd a partir del nimero de biopsia. Todas las pacientes fueron
evaluadas por el Comité de Ginecologia Oncoldgica del centro hospitalario y la decisién
terapéutica incluyendo el tratamiento adyuvante y el seguimiento se basé en los protocolos
institucionales actualizados en el momento para el manejo del cancer de endometrio.

El estudio fue aprobado por el Comité de Experimentacion e Investigacién Clinica (CEIC) del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Ref: [IBSP-CEN-2020-14. Todos los datos se han
mantenido en el anonimato sin relacionar informacién que pueda identificar a las pacientes
y la investigacion cumplid con los principios descritos en la Declaracion de Helsinki. Debido
a la naturaleza retrospectiva del estudio, no se considerd necesario el consentimiento
informado especifico para el estudio de los datos de las pacientes.

A continuacidn, se exponen las variables clinicas recogidas, la unidad de medida, asi como la
definicion si es precisa:
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- Edad al diagndstico (Anos cumplidos a fecha del diagndstico)

- Fecha del diagnéstico (Fecha de la primera visita en la Unidad (Dia/mes/afio))
- Histologia del tumor (Segun la clasificacion de la OMS)

- Grado histoldgico (Segun la clasificacion FIGO en G1,G2,G3)

- Tamano del tumor (cm)

- Estadio (Segun la clasificacion FIGO)

- Realizacion de tratamiento adyuvante (Si/No)

- Fecha fin del tratamiento adyuvante (Dia/mes/afio)

- Recidiva (Si/No)

- Ultimo control realizado (Dia/mes/afio)

- Estado de la paciente en el Gltimo control (Viva/Muerta)

- Estado de la enfermedad en el Gltimo control (Libre/Afectada)

- Causa de la muerte (Por la neoplasia de endometrio/Por otra enfermedad)

-Recidiva: Deteccidén de nuevas lesiones después de un periodo sin enfermedad superior a
seis meses, confirmada por anatomia patoldgica.

-Supervivencia libre de enfermedad (SLE). Tiempo en meses comprendido entre la fecha del
diagnéstico de la neoplasia hasta la fecha de la recidiva.

-Supervivencia global (SG). Tiempo en meses comprendido entre la fecha del diagndstico de
la neoplasia hasta la fecha de muerte de la paciente.

1.2. Procesamiento de las muestras

1.2.1. Tincion de hematoxilina-eosina de muestras FFPE

A partir de las muestras tumorales fijadas y parafinadas (FFPE) de archivo, obtenidas en el
Servicio de Anatomia Patologia, se cortaron secciones de 4 um empleando un microtomo.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas en una estufa durante 1 hora a 60°C y
rehidratadas mediante incubaciones de 10 min: dos incubaciones en xileno 100%, dos
incubaciones en etanol 100% y una incubacién en etanol 96%, 80% y 50%. A continuacion,
los portaobjetos se incubaron durante 5 min en agua destilada, para ser tefiidos con tres
ciclos de hematoxilina de Mayer de 3 min cada uno. Posteriormente fueron lavados durante
10 min con agua destilada e introducidos en eosina al 2%, aislada de la luz durante 3 min.
Finalmente, las muestras fueron deshidratadas con soluciones de alcohol crecientes y
montadas utilizando medio de montaje DPX (Merck).
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1.2.2. Extraccion del ARN a partir de muestras parafinadas

Para la extraccién de ARN de las muestras parafinadas, se utilizd el kit RNeasy FFPE de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se cortaron secciones de 10 um de espesor
y se desparafinaron mediante el tratamiento con una solucién de desparafinacion incluida
en el kit. Posteriormente, se realizé la digestion de las muestras, incubandose con tampdn
de lisis y proteinasa K, para liberar el ARN. Finalmente, las muestras digeridas se transfirieron
al equipo QlAcube (QIAGEN) para la extraccion y purificacion automatica de ARN. El ARN
purificado se conservé a -80 °C hasta su uso posterior.

1.2.3. Expresion génica de los receptores catecolaminérgicos por RT-qPCR con

el sistema TagMan Low Density Arrays (TLDA)

1.2.3.1. Sintesis de ADNc

La sintesis de la cadena de ADN complementaria (ADNc) consiste en la retrotranscripcion
enzimatica del ARN para obtener nuevamente ADN que serd complementario al ARN
presente en cada muestra. EIl ADN es mas estable y permite trabajar a temperaturas
elevadas sin producirse una degradacion significativa de las moléculas. La sintesis se realiz
a partir de 1200ng de ARN usando el kit High Sensitivity cDNA synthesis kit (ThermoFisher
Sci.) que permite hacer retrotranscripcién de hasta 2ug de ARN. El protocolo seguido fue el
indicado por la casa comercial usando un termociclador Veriti (Applied Biosystems). Las
muestras de ADNc se almacenaron a 42C hasta su utilizacion.

1.2.3.2. Determinacidon de la expresion génica con TLDAs

El analisis de la expresion génica de las muestras de tejido tumoral y tejido endometrial sano
se realizd por Real-time polymerase chain reaction a partir de ADNc (RT-qPCR) utilizando
sondas TagMan especifcas para cada gen a analizar. Una vez seleccionadas las sondas vy los
cebadores para los genes de interés, se utilizé como soporte el formato TagMan Low Density
Arrays (TLDA) (ThermoFisher Sci.). Este formato permite el analisis simultaneo de 384
pocillos de forma sencilla. Cada tarjeta fue configurada para la evaluacion de 8 genes
implicados correspondientes a los receptores catecolaminérgicos (Tabla 8). Cada TLDA
consta de 8 puertos de carga donde se introducen 50ul de master-mix para gPCR (SensiFAST
TM ProbeHi-ROX kit (Meridian Biosciences)) y 50ul de ADNc equivalente a 1020 ng de ARN
total. Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo en un equipo de PCR cuantitativa ABI
PRISM 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems).
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Las carreras de gPCR se realizaron siguiendo las instrucciones de la casa comercial para los
TLDA vy ajustando temperaturas y tiempos de reaccion a la Master utilizada (10 minutos
959(C, 10 segundos 9529C, 30 segundos 59,72C). Se establecieron 42 ciclos de PCR, aunque los
datos sélo se analizaron para las muestras que amplificaban antes del ciclo 38. La sefial de
fluorescencia aumenta, en cada ciclo de amplificacion, de forma exponencial hasta alcanzar
un valor umbral determinado para cada gen a analizar, este valor es el que se toma como
referencia para la medida cuantitativa. Este ciclo se denomina ciclo umbral o threshold cycle
(Ct) y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de secuencia a amplificar. El Ct se
calculé con el software RQ de Thermo Fisher Connect TM (Versién 1.1) (Thermo Fisher Sci).
Los valores crudos de Ct fueron normalizados empleando un factor calculado en base a un
método de normalizacion global, que consiste en encontrar los ensayos comunes para cada
muestra y usar la mediana de Ct de esos ensayos como factor de normalizacidon. No se ha
podido hacer una normalizacion usando los genes enddgenos (House Keeping genes)
incluidos en los TLDAs ya que no se detectd expresion en todas las muestras, lo que impide
usarlos para calcular un factor de normalizacion.

Tabla 8. Descripcion de las sondas utilizadas para la determinacién de la expresidn génica mediante
el ensayo Tagman Gene Expression Assays (TLDA) de los receptores catecolaminérgicos.

Sefalizacion (SNA) Tipo de Gen ., .Codlg'o. .
sefalizacion Descripcion identificativo de
las sondas
Receptor
ADRB1 Hs02330048_s1

Adrenérgico Betal

sistema drenérgi Receptor
adrenérgico B-adrenérgica ADRB2 or Hs00240532_s1
Adrenérgico Beta2

Receptor
ADRB3 L. Hs00609046_m1
Adrenérgico Beta3
Receptor
DRD1 . Hs00265245_s1
D1-like dopamina D1
Receptor
DRD5 . Hs00361234 s1
dopamina D5
Sistema
dopaminérgi DRD2 Receptor Hs00241436_m1
opaminérgico dopamina D2 _
-li Receptor
D2-like DRD3 ceps Hs00364455_m1
dopamina D3
Receptor
DRD4 . Hs00609526_m1
dopamina D4
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1.2.4. Expresion de ADRB2, DRD1 y DRD2 mediante tincion
inmunohistoquimica

La tincidn inmunohistoquimica se realizd para evaluar la expresién proteica de los
receptores ADRB2, DRD1 y DRD2 en tejido tumoral y en tejido endometrial sano.
Inicialmente, con muestras de tejido control (glandula adrenal, arteria, cerebro, amigdalas y
cornea), se determinaron los parametros de dilucidn, los tiempos de incubacién y el revelado
de los anticuerpos para monitorear la calidad de la tincion inmunohistoquimica (Tabla 9).

Las secciones cortadas de 4 um se colocaron sobre portas cargados positivamente para
evitar la pérdida del tejido en el proceso de inmunohistoquimica (FLEX IHC Microscope
Slides, Dako). Como en el apartado anterior, las muestras fueron incubadas en estufa
durante 1 hora a 602C y se realizd la recuperacion antigénica utilizando el sistema PT Link
(Dako), programando una incubaciéon a 952C durante 10 min y posteriormente 45 min a 652C
en tampodn TRIS/EDTA pH 9.0 (pH alto, Dako). La inmunotincion se realiz6 mediante el
sistema automatizado Autostainer Link 48 (Dako), empleando los reactivos del kit EnVision
Flex, High pH (Dako) (Figura 11).

Tabla 9. Condiciones de los anticuerpos utilizados en las tinciones inmunohistoquimicas.

Anticuerpo Recuperacion L. Anticuerpo . .
. . L. Dilucién i Casa comercial y referencia
primario antigénica secundario
Tampon Tris/EDTA , .
ADRB2 1:200 Conejo Abbiotech (251604)
pH 9.0
Tampon Tris/EDTA i .
DRD1 1:200 Raton Bio-techne (R&D system)
pH 9.0
Tampon Tris/EDTA i Santa Cruz Biotechnology,
DRD2 1:200 Ratén
pH 9.0 INC (sc-5303)
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Preparacion del tejido
3
Desparafinizacion
3
Recuperacion antigénica ¢

J

Bloqueo de la peroxidasa

3
Incubacion del anticuerpo primario
3

Incubacidon del anticuerpo secundario
3

i Tincién

DAB+ Chromogen y

o ¢ Substrate Buffer
Autostainer Link 48 Dako

PT-Link Dako

Figura 11. Representacion esquemadtica de la metodologia de la tincién inmunohistoquimica. Las
incubaciones que se realizaron fueron las siguientes: 1 min de lavado con tampdn, 5 min de bloqueo
con solucidn de peroxidasa enddégena 3%, 1 min de lavado en tampdn, incubacidn con el anticuerpo
primario correspondiente diluido en tampdn Rinse (Dako), lavado con tampdn durante 1 min,
incubacion durante 20 min con peroxidasa de rabano EnVision/HRP, lavado con tampdn durante 1
min, incubacion con la solucién cromogénica para el revelado (DAB+ Chromogen y Substrate Buffer),
lavado con tampdn 1 min, contratincidn con hematoxilina durante 5 min y lavado final con tampdn
durante 1 min.

1.2.5. Analisis y cuantificacion de la expresion de los neuroreceptores

Las imdagenes de las muestras de tejido tumoral y tejido endometrial sano fueron adquiridas
con el microscopio Olympus modelo BX51, utilizando la cdmara DP72 a 100 6 200 aumentos
y con el software Observation System BX2N-SDO. De cada muestra se captaron dos
imagenes representativas de la zona a analizar, que posteriormente fueron cuantificadas
con el programa de procesamiento de imagen digital Image J Versién 1.50i. El procedimiento
se llevé a cabo por un patdlogo especializado que desconocia los datos clinicos de las
pacientes. Una vez introducida en el programa Image J, la imagen se disgregé en los tres
canales de color (comando Split Channels) seleccionando el canal Blue para realizar la
cuantificacion. A partir del area total de la imagen y con la herramienta threshold se
selecciond la zona teiiida por el anticuerpo correspondiente y se calculé el porcentaje de
tincidn y el valor medio de marcaje con la opcion del programa Analyze.
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La intensidad de la sefial se calculé multiplicando el valor count de cada imagen por la media
de marcaje. El indice H-Score se calculé multiplicando el drea de tincién por la intensidad.
Finalmente se realizaron las medias de los datos de las dos imagenes representativas de cada
muestra obteniendo los valores finales.

1.3. Analisis estadistico

Los célculos estadisticos llevados a cabo con los datos de expresion génica, se realizaron con
los programas GraphPad Prism8 Version 8.0.2, StatView v5.0.1, u otros especificos para
determinados procesos, especificados en cada caso.

Los valores de expresion de ARNm obtenidos a partir de las gPCRs de los TLDA se
transformaron en log2 para posibilitar que siguieran una distribucion normal y se eliminaron
los valores outlayer detectados (método ROUT, Q=0.5%). Los valores de expresion
normalizados se han representado usando un HeatMap. De esta forma se pueden identificar
agrupaciones de pacientes con patrones similares de expresién de los diferentes receptores.
Las muestras se asociaron a perfiles de similitud de expresién (dendograma) calculados a
partir de la distancia euclidea y usando el método de ‘average linkage’ para su agrupacion.
Para estos calculos se han utilizado paquetes del programa estadistico R a través de una
aplicacién web (heatmapper.ca) (216). La comparacion de la expresidn de los genes en tejido
endometrial sano y tumores se analizd usando ANOVA para determinar su significaciéon
estadistica. En todos los analisis se han considerado valores significativos a partir de p<0.05.

La Plataforma Cientifico-técnica del Institut de Recerca de Sant Pau realizd el andlisis
estadistico completo para determinar las diferentes asociaciones del patrén de expresiéon
proteico de los receptores ADRB2, DRD1 y DRD2. El anilisis estadistico se realizé utilizando
el programa estadistico R (R Version 4.1.3 (2022), Copyright © 2022 The R Foundation for
Statistical Computing) junto con los paquetes predeterminados base, stats, graphics, utils,
datasets y methods (217), asociado a los paquetes ggplot2 (218), rcompanion (219) y vtable
(220). La significacién estadistica de la relacién entre la expresion de los distintos
marcadores histoldgicos y las variables clinicas se evalud utilizando métodos de estadistica
robusta, basados en las funciones WRS de Wilcox, empleando para ello el paquete WRS2
(221). La expresidn de describié como la medianay su correspondiente medida de dispersion
o rango intercuartilico (RIQ) que es la diferencia entre el percentil 25y 75.
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El estudio de la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad se analizé
mediante regresion de Cox, utilizando los paquetes survival (222) y survminer (223). Se
calcularon las variables de censura adecuadas a cada una de las supervivencias y se
realizaron los analisis estudiando inicialmente las variables de forma univariante. Las
variables que fueron significativas en este primer analisis fueron elegidas para introducirlas
en el modelo multivariante. El p valor calculado por el método del Likelihood ratio fue el
tenido en cuenta para valorar la bondad del modelo. Los resultados se han expresado como
HR (Hazard Ratio o tasa de riesgo) mas su intervalo de confianza al 95% v el p-valor. En el
caso de los estudios de supervivencia realizados con los datos de la cuantificacion de las
imagenes de las inmunohistoquimicas, las expresiones se evaluaron como variables
continuasy, en el analisis adicional, se detectd el punto de corte éptimo para categorizarlas,
usando la funcidn surv_cutpoint del paquete survminer (223). A partir de esta categorizacion
se realizaron los estudios univariantes para tenerlas en cuenta o no en el modelo
multivariante. En los estudios de supervivencia se incluyeron todas las pacientes,
independientemente de su tiempo de seguimiento dentro del estudio. El asterisco indica
gue los valores son significativamente diferentes (*) p valor < 0,05; (**) p valor < 0,01; (***)
p valor <0,001.

2. Experimentacion in vivo con modelos animales de cancer de endometrio

La experimentaciéon in vivo con modelos xendgrafos de CE se realizd en el Servicio de
Experimentacion Animal (SEA) del Institut de Recerca de Sant Pau. El SEA tiene la
certificacion ISO 9001:2015 y garantiza el cumplimiento de las normas legales y éticas
vinculadas con el uso de animales para la experimentacién y para otras finalidades
cientificas, por lo que estd oficialmente registrado como centro de cria, suministrador y
usuario de animales de experimentaciéon (B9900067 y REGA ES080190036528).

Los procedimientos a los que fueron sometidos los animales fueron revisados previamente
por el Comité Etico del Instituto de Investigacion del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau'y
aprobados por el departamento de Territorio y Sostenibilidad la Generalidad de Catalufia.
Referencia del proyecto de experimentacién: 10234.
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2.1. Desarrollo de modelos animales xenografos derivados de muestras de
paciente (PDX)

2.1.1. Caracteristicas de la cepa de raton

Los ratones utilizados para la generacién de los modelos xenégrafos fueron hembras de 4-5
semanas de edad de la cepa Swiss Nude obtenidas de INOTIV (Envigo, Espafia) cuyas
caracteristicas se detallan en la Tabla 6.

En el ratdn, la anatomia y funcionalidad del sistema reproductor difiere del humano (Figura
12). En los humanos, el Utero es un érgano de una sola luz ubicado en el espacio central de
la pelvis. Los dos oviductos, también conocidos como trompas de Falopio, sobresalen de
ambos lados del utero y estdn conectados funcionalmente con los ovarios a través del
infundibulo vy las fimbrias. La cavidad uterina se encuentra revestida por el endometrio, la
capa mas interna del Utero. En los ratones, el Utero esta situado a nivel pélvico y consta de
dos cuernos con sus respectivas cavidades que se fusionan caudalmente en el cuerpo uterino
gue es de reducido tamafio. La gestacion tiene lugar dentro de los cuernos uterinos. Los
oviductos se enrollan debajo de los ovarios de forma bilateral, pasando a veces
desapercibidos. El ciclo reproductivo en el humano tiene una duracién de 28 dias, a
diferencia del ciclo del ratén que dura entre 4-5 dias comprendiendo los periodos de
proestro, estro, metaestro y diestro.

A B

: Trompa Trompa
falopio f}lopio
| avidad g )
S———— q = 4
\ \ /
v

Ovario
Cavidades
uterinas

/N

Cérvix

Vagina

Figura 12. Comparativa de la anatomia de los genitales internos femeninos del humano (A) y del
raton (B).
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Los ratones se mantuvieron en condiciones SPF (Specific Pathogen Free), en un rack con
ventilacién individualizada y controlada, a una temperatura de 21 + 22C, humedad relativa
de 45 + 15% y un ciclo de luz de 12 horas. Se administré comida y agua ad libitum. Durante
los procedimientos quirdrgicos se mantuvieron las normas de asepsia establecidas segun
protocolo del SEA.

2.1.2. Protocolo de recogida de muestra de tumor de paciente

Las muestras de tumor se obtuvieron a partir de las piezas quirdrgicas (Utero) afectas de
cancer de endometrio en las cirugias realizadas por el equipo de Ginecologia Oncoldgica del
Servicio de Ginecologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau durante el afio 2018-2019.
En la comprension y firma del consentimiento informado para la intervencidn quirurgica, las
pacientes consintieron la utilizacion de material bioldgico excedente para la investigacion
cientifica. Ninguna paciente habia realizado tratamiento médico previo a la cirugia.

El proceso de diagndstico e identificacion del fragmento tumoral fue realizado por un
patdlogo especializado. Posteriormente, la muestra se sumergié en medio DMEM +1% FBS
estéril y se transportd en condiciones de esterilidad, al laboratorio del Institut de Recerca de
Sant Pau donde se criopreservd hasta su implantacién en ratén. El protocolo de
criopreservacion incluia la disgregacion de la muestra en fragmentos aproximadamente de
10mm, la inmersién de la muestra en una solucion de FBS y 10% DMSO y un enfriamiento
progresivo utilizando un cooler (frosty) hasta -802C.

Del total de muestras obtenidas, se realizé una tanda de implantacién subcutdnea de 5
tumores en diferentes ratones para evaluar la tasa de injerto y su progresion tumoral.
Finalmente, las muestras END 17 y END 19 fueron las seleccionadas para generar los
modelos PDX (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas histolégicas y moleculares de las muestras de tumor de paciente
seleccionadas para la generacién de los modelos PDX.

Muestra END 17 END 19
Paciente Mujer 81 afios Mujer de 54 afios
Obtencién Septiembre 2018 Septiembre 2018

Tipo de tumor

Carcinoma endometrioide, tipo |
(Clasificacidon de Bokhman)

Carcinoma seroso, tipo Il

(Clasificacidon de Bokhman)

Grado histoldgico

Alto (G3 Alto (G3
(FIGO) (G3) (G3)
Estadio (FIGO) IB IB
Receptores estrégenos | Positivos (40%) Negativos
Receptores .. ;
i Positivos (80%) Negativos
progestagenos
Estado del gen p53 No mutado Mutado
Inmunohistoquimica .
. Positividad nuclear ne
B-catenina
Inmunohistoquimica MLH1 - PMS2: Negativos (Anormal) ne
MMR MSH6 - MSH2: Positividad nuclear (Normal)
Estado de POLE (Exones
No mutado ne

9,10,11,12,13,14)

Abreviaturas: ne: no evaluado.

2.2. Técnicas de implantacidon quirurgica

A continuacion, se describen las dos técnicas de implantacién quirdrgica en ratén mas
utilizadas en la bibliografia y aplicadas en el trabajo.
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2.2.1. Técnica de implantacidon subcutanea

La implantacion subcutédnea se utilizé para la seleccidn inicial de la muestra de tumor de la
paciente (Apartado 2.1.2.) y la expansidn del tejido tumoral para la posterior implantacién
ortotépica en el ratén. Previamente a la implantacién subcutanea, los ratones se
anestesiaron por via inhalatoria con isofluorano al 3-4% (IsoFlo, Ecuphar) con un flujo de
oxigeno a 1 |/min. Después de la comprobacion de la desaparicidon del reflejo plantar, se
procedio a la desinfeccion local de la piel dorsal del raton con povidona iodada y a realizar
una incisién de 0,3-0,5mm en la parte dorsal media del animal, a través de la cual, se
implantaron en dos flancos (anterior y posterior) del ratdon. La implantacién de tejido
tumoral (fragmentos de 1 mm?3) se realizé mediante el sistema trocar y no fue necesaria la
sutura de la incision realizada dada su reducida longitud. Todas las intervenciones se
realizaron bajo medidas de asepsia en una campana de flujo laminar (Nuaire) (Figura 13).

2.2.2. Técnica de implantacion ortotopica

La implantacion ortotdpica es mas compleja que la subcutanea y en este caso se utilizé una
anestesia via intraperitoneal con una solucién de 100 mg/kg de ketamina (Ketolar, Pfizer) y
10 mg/kg de xilacina (Rompun, Bayer). Posteriormente a la comprobacién de la desaparicion
del reflejo plantar, se realizd el procedimiento quirdrgico en la campana de flujo laminar
(Nuaire).

El material bioldgico a implantar fue:

-Tejido tumoral procedente de paciente (END 17 y END 19) de tamafio 1 mm? por fragmento
generado a partir de ratones nodriza implantadas subcutaneamente.

En la implantacion ortotdpica se incluyeron dos técnicas diferentes (Figura 14):

A) Via transmiometrial: Previa anestesia y asepsia, se practicd una incisién longitudinal

media de 1 cm en la cara ventral del ratén y se expuso el cuerno uterino izquierdo. Se
realizé la implantacion del tejido tumoral mediante la fijacion transmiometrial del
fragmento tumoral con sutura no absorbible Prolene 7/0 (Braun) (224).
Finalmente se recolocé el Utero en su situacién fisioldgica y se suturd la pared muscular
abdominal con puntos simples con sutura no absorbible Prolene 6/0 (Braun) y la piel con
grapas de 7mm (Braun) y se aplicé povidona yodada para la desinfeccion de la zona. El
procedimiento tuvo una duracién aproximada de 5 minutos por animal.
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El despertar de |la anestesia se realizé bajo observacion de las posibles complicaciones y
posteriormente se devolvieron a las jaulas. La retirada de las grapas se hizo a los 10-15
dias cuando la herida se encontraba cicatrizada correctamente.

B) Viatransvaginal: En esta via de inoculacidon, no fue necesario realizar una incision, siendo

88

por tanto menos invasiva. Con el animal anestesiado y colocado en decubito supino, se
introdujo la muestra de tejido tumoral, via vaginal, con una canula (3mm didmetro, dh
material médico ref. 400129826). En los tres primeros ratones se realizé una laparotomia
con exposicion del Utero para comprobar la correcta localizacion de la muestra,
evidenciado una distensién de la cavidad uterina.

Para mejorar la técnica descrita por Cabrera et al. (208) en la que obtuvo una baja tasa
de implantacién por la via transvaginal se colocd un tapén de material estéril y
reabsorbible del didmetro de la vagina del ratdn para evitar la pérdida del implante.
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Figura 13. Procedimiento quirdrgico de la implantacion subcutanea de un fragmento de tejido
tumoral en ratén inmunodeprimido. A: Preparacion del fragmento tumoral (1 mm3). B: Ratén con
incision en el dorso para realizar la implantacion (flecha).

Figura 14. Procedimiento quirurgico de implantacion ortotépica de un fragmento de tejido tumoral
en ratén inmunodeprimido. A: Implantacién quirdrgica transmiometrial, donde se identifica la
incision abdominal (flecha) (1), la exposicidn del cuerno uterino donde se realiza la implantacion (2)
y el resultado final (3). En la fase de implantacidn, se detalla la implantacion de tejido tumoral. B:
Implantacién quirurgica transvaginal, donde se observa la preparacion inicial (1), la inoculacidon de la
muestra de tejido con la canula (2) y el resultado final con el tapdn insertado en la vagina (3).
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2.3. Seguimiento in vivo del crecimiento del tumor

La ventaja de la implantaciéon subcutdnea es que permite un seguimiento del crecimiento
local mediante la visualizacién macroscépica y la medida de los ejes mayor y menor con un
pie de rey, calculando el volumen tumoral aplicando la formula del volumen de un elipsoide
(Volumen tumoral (mm3)= (Didmetro menor (d) x Didmetro mayor (D))?/ 2 ). En el caso de
la implantacion ortotépica, también se mantuvo un control estimado mediante palpacién
abdominal estableciendo un criterio previamente puesto a punto en el laboratorio (0= no
crecimiento; 1=crecimiento tumoral estimado de 0,5 cm; 2=crecimiento tumoral estimado
1cm; 3=crecimiento tumoral estimado de 2 cm).

Paralelamente al seguimiento del crecimiento tumoral se realizé la comprobacion del estado
fisico del ratdn, asi como la determinacién del peso corporal semanalmente.

2.4. Necropsia

Cuando el tumor generado alcanzé una medida estimada de 2 cm o los ratones presentaron
sintomas de enfermedad diseminada (pérdida de peso >20% de la inicial, distension
abdominal, ascitis) y antes de un deterioro fisico (dificultad en el movimiento,
automutilaciones segun el protocolo de supervision (Ver anexo), se realizé la eutanasia del
ratdn mediante la técnica de dislocacién cervical.

En la necropsia se obtuvo el tumor, Utero y ovarios, ademas de todos los drganos que podian
ser diana de metastasis a distancia (biopsia peritoneal, ganglios linfaticos mesentéricos,
pélvicos y paraadrticos, bazo y pancreas, higado, rifones, pulmones y diafragma).
Seguidamente, se guardaron todas las muestras en cassettes identificados y se introdujeron
en una solucién de formaldehido al 3,7% en agua para su fijacion y posterior procesamiento
(Figura 15).

90 UnB

Universitat Autonoma
de Barcelona



MATERIAL Y METODOS

Intestino-

N

1
1
1
I 1
1 I
1 1
1 1
|IIII|IIIIIIIII|IIII IIII|III||IIII|IIII|IIII|IIII|II
1
o 5

a

k) 2
T
1
1
1

3
T
L
1
1
1
1
1

Tumor: f
primar)oj\‘

Figura 15. Imagenes de la necropsia y obtencion del tumor primario y érganos. A: Apertura de
cavidad abdominal para realizacién de la necropsia. Se identifica tumor primario, superficie hepatica
e intestino. B: Detalle del utero del modelo con tumor primario de 2 cm. C: Imagen de los cassettes
donde se almacenaron las muestras clasificadas por tumor primario y érganos diana de las posibles
metastasis.

2.5. Procesamiento de las muestras

2.5.1. Tinciones de hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica

Las muestras recogidas en la necropsia fueron fijadas durante 48h en paraformaldehido al
3,7%, parafinadas y cortadas en secciones de 4 um para realizar las tinciones con
hematoxilina eosina. La inmunohistoquimica de los distintos neuroreceptores se realizé de
forma similar a las muestras de pacientes segun la metodologia del apartado 1.2.4.

2.5.2. Analisis y cuantificacion de la expresion de los neuroreceptores

Finalmente se realizd en analisis de la expresion de los neuroreceptores en los tumores de
los ratones con el programa Image J de forma andloga al tejido tumoral de las muestras de
pacientes descrita en el apartado 1.2.5.
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2.6. Analisis estadistico

Los valores de las variables cuantitativas de los modelos animales se expresaron como la
media * desviacion estandar. Se realizd la prueba de Mann-Whitney para la comparacién
estadistica utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0 con una p valor <0.05. Antes
de analizar los datos con la prueba respectiva, se realizd un estudio de normalidad con el
test de Shapiro-Wilk. Para analizar la probabilidad de la existencia de diferencias entre dos
grupos en relacion a una variable categdrica (por ejemplo, nimero de ratones con presencia
0 ausencia de metdstasis pulmonares en dos grupos), se realizaron tablas de contingencia y
se aplico el test de Fisher.

Las diferentes asociaciones del patrén de expresion de los receptores catecolaminérgicos
ADRB2, DRD1 y DRD2 en los tumores generados y su asociacion con las variables
histopatoldgicas y supervivencia se realizaron segun la metodoldgica referida en el apartado
1.3. El asterisco indica que los valores son significativamente diferentes (*) p valor < 0,05;
(**) p valor <0,01; (***) p valor <0,001.

3. Experimentacion in vitro con lineas celulares de cancer de endometrio

3.1. Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares HEC1A y AN3CA

En la experimentacidon in vitro, se seleccionaron dos lineas celulares comerciales y
representativas de cdncer de endometrio cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 7.

La linea tumoral HEC1A se cultivd en medio que contenia DMEM 1 g/L de glucosa. AN3CA se
cultivd en medio DMEM 1g/L glucosa y F12 (50v:50v). Todos los medios de cultivo se
suplementaron con 10% FBS (gibco; 10270-106), 1% (Penicilina/Streptomicina) (gibco;
15140-122), 1% Glutamina (gibco; 25030-024) y 0,2% Anfotericina (gibco; 15290-026). Todas
las lineas tumorales se mantuvieron en cultivo en un incubador a 372C de temperaturay a
un 95% y 5% de presion parcial de 02 y CO2, respectivamente.

Las dos lineas tumorales son células de crecimiento en adhesién, por lo que, para
manipularlas (ampliar su cultivo a un nuevo flascén, sembrarlas para los experimentos o
congelarlas) se retiré el medio, se realizé un lavado con PBS atemperado y se afiadieron, en
flascones de 75 cm?, 3 ml de tripsina (0,05% Trypsin-EDTA, Life Technologies).
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Las células fueron incubadas a 379C durante 2-7 min dependiendo de la linea, tras los cuales
se desprendieron y fueron resuspendidas en medio completo. Luego, se centrifugaron
durante 5 min a 400 gy el pellet se resuspendié homogéneamente en medio completo para
su siembra o pase, o bien en 1 ml de una solucién de FBS con 10% de dimetildulféxido
(DMSO, Sigma-Aldrich) para su congelacién en criotubos a -802C o en tanques de nitrégeno
liquido.

Para usar células congeladas, los criotubos fueron introducidos en un bafo a 372C para su
descongelacién rapida. Una vez descongeladas, fueron homogeneizadas mediante pipeteos
suaves (1 min), resuspendidas en medio completo especifico de cada linea y sembradas en
un flascén de 75 cm? de superficie.

Para el contaje de células en suspensidn estas se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 miny
el pellet obtenido se reconstituyd en 1 ml de medio. Se mezclaron 12,5 pl de solucidn celular
con la misma cantidad de una solucién de Tripan Blue 0,4% vy una alicuota (12,5 ul) de la
mezcla se afiadid a una “counting slide” (BIORAD). Seguidamente, se hizo la lectura en el
equipo TC Automated Cell Counter 2.058 (BIORAD), obteniendo el nimero de células viables
(células vivas).

3.2. Expresion de los receptores ADR6B1,2,3 y DRD1-5 en las lineas celulares
HEC1A y AN3CA

Los niveles de expresion de los distintos receptores se cuantificaron y analizaron utilizando
el mismo procedimiento que se describe en el apartado 1.2.3. Excepto que la expresién de
cada gen se normalizé mediante el valor de la expresion enddgena constitutiva del gen
GADPH mediante el método ACt.

3.3. Evaluacion del efecto de los neurotransmisores NA, A, DA sobre la
proliferacion de las lineas celulares HEC1A y AN3CA

En estas lineas tumorales se evalud, inicialmente, el efecto de los principales
neurotransmisores del SNS (NA, A, DA ) sobre la capacidad de proliferacion celular.

Para realizar el ensayo, las células se levantaron, se contaron y se sembraron mediante una
pipeta multicanal en una placa de 96 pocillos y a una concentracion final de 5000 células/ml.
Tras 24h de incubacion, se expusieron a distintas concentraciones de neurotransmisores (0-
100uM) durante 48h. Los neurotransmisores se prepararon a una concentracién de 10mM
en aguay se guardaron a -202C para su utilizacién en los distintos experimentos.
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La proliferacion celular se midio utilizando el kit comercial Cell Proliferation Kit Il (XTT,
11465007001 Roche). Se afiadieron 50 ul de reactivo XTT por pocillo. Este reactivo se
prepard combinando dos soluciones que contenia el kit, la “XTT labeling reagent” y la
“Electron Coupling Reagent” en una proporcion de 5:0,1 ml respectivamente. Tras echar el
reactivo, la placa se dejé en el incubador a 372C durante 4 horas. Pasado este tiempo, se
leyd la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en un lector de placas (Infinite M200
PRO, TECAN).

3.4. Evaluacion del efecto de la neuromodulacion dopaminérgica selectiva
sobre la proliferacion de las lineas celulares HEC1A y AN3CA y del
efecto de la combinacion en la linea celular AN3CA

El estudio del efecto de los agonistas y antagonistas selectivos para DRD1 y DRD2 sobre la
proliferacién celular en las células HEC1A y AN3CA se evaluo utilizando el mismo ensayo que
en el apartado anterior. Las células se levantaron, contaron y sembraron a una
concentracion final de 5000 células/ml. Tras 24h de incubacidn, se expusieron a distintas
concentraciones (0-100uM) de dos agonistas selectivos: Fenoldopam (DRD1) y Pergolide
(DRD2) y de dos antagonistas: LE 311 (DRD1) y Domperidona (DRD2) durante 48h. En un
ensayo independiente, se evalud, ademas, el efecto combinado del agonismo sobre DRD1
(fenoldopam) y el antagonismo sobre DRD2 (domperidona) respecto al tratamiento Unico
en la linea tumoral AN3CA. Los agonistas y antagonistas se prepararon a una concentraciéon
de 10mM en agua y/o DMSO vy se guardaron a -202C para su utilizacién posterior. La
proliferacién celular se midié utilizando la XTT a las 4 horas desde la adicién del reactivo y se
leyd la absorbancia a 450 nm en el lector de placas.

3.5. Anadlisis estadistico

El analisis de las diferencias entre grupos se realizd evaluando, en primer lugar, la
normalidad de la muestra mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En el caso de normalidad de
los datos se utilizd la prueba paramétrica de la t de Student (para dos grupos) o ANOVA (mas
de dos grupos). Cuando la distribucién no fue normal, se emplearon los tests no
paramétricos: la prueba de Kruskal-Wallis y la U de Mann-Whitney para comparar las medias
de los valores de mas de dos grupos o dos grupos, respectivamente. Las diferencias se
consideraron significativas para una p valor < 0,05. El asterisco indica que los valores son
significativamente diferentes (*) p valor < 0,05; (**) p valor < 0,01; (***) p valor < 0,001.
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1. Caracteristicas de las pacientes incluidas en el estudio y evaluacion de la
asociacion entre las variables clinico-patoldgicas y la supervivencia

1.1. Estadistica descriptiva de las variables demograficas y clinico-
patoldgicas

Inicialmente se recopilaron un total de 120 muestras de pacientes. De todas ellas, 4 fueron
excluidas del estudio por pérdida de seguimiento y falta de datos clinicos de la paciente y 5
por no presentar condiciones dptimas para el analisis. La serie final de casos seleccionados
con las respectivas muestras histoldgicas incluyé un total de 109 pacientes con diagndstico
de CE. En la tabla 11 se muestra la estadistica descriptiva de las variables demograficas y
clinico-patoldgicas evaluadas en el estudio.

En la poblacién de estudio, la edad media al diagndstico fue de 68,9 afios, con un rango de
37 a 94 afios. Desde el punto de vista histologico, un 73,4% de pacientes, presentaron un
carcinoma de tipo endometrioide, mientras que un 26,6% fueron diagnosticadas de un
carcinoma no endometrioide. Especificamente, 14 pacientes presentaron un tumor seroso,
7 pacientes un tumor de células claras y 8 pacientes un adenocarcinoma de tipo mixto. En
cuanto al grado histoldgico y siguiendo criterios de la FIGO, se identificaron un 44,9% de
tumores de tipo 1-2 y un 55,1% de tumores de grado 3. El tamafio medio del tumor de Ia
serie fue de 3,77 cm con un rango entre 0,1 cm y 10 cm en su dimensién maxima.
Agrupéndolos, 24 casos (22%) fueron menores o iguales de 2cm y 85 casos (78%) mayores
de 2 cm. Segun la clasificacion FIGO, la mayor parte de los casos diagnosticados (77,9% de
pacientes) correspondian a un estadio inicial; entre ellos 81 pacientes con un estadio | y 4
pacientes con un estadio Il. El resto de las pacientes de la serie (22,1%) presentaron un
estadio avanzado con 20 pacientes diagnosticadas en estadio Il y 4 pacientes en estadio IV.

En relacién a las variables de seguimiento, la media de seguimiento de la serie fue de 48 +
30 meses. Un total de 22,9% de pacientes (25 casos) presentaron recidiva y un 33,9% de
pacientes (37 casos) fallecieron durante el periodo de seguimiento. Entre las pacientes
fallecidas, la causa de muerte debido a la enfermedad incluyd el 20,2 %, mientras que en el
restante 13,7 % de casos, la muerte se asocio a otras causas siendo la mas frecuente la de
origen cardiovascular. La SLE media de la poblacion de estudio fue 91,4 meses (valor minimo-
maximo: 6,9-123 meses) y la SG media fue de 86,6 meses (valor minimo-maximo: 2-124
meses).
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Tabla 11. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cancer de endometrio.

Caracteristicas

Resultados

Edad (afios) (media) (SD; min-max)

68,9 (12,3; 37-94)

Histologia (N, %)

Carcinoma endometrioide 80 (73,4)

Carcinoma no endometrioide 29 (26,6)
Carcinoma seroso 14
Carcinoma de células claras 7
Carcinoma mixto 8

Grado histolégico (N, %)

12 49 (44,9)
1 28
2 21

3 60 (55,1)

Tamaiio tumor (cm) (media) (SD; min-max)

3,77 (2,2; 0,1-10)

Estadio (FIGO) (N,%)

Inicial I-11 85 (77,9)
I 81
Il 4
Avanzado llI-IV 24 (22,1)
1l 20
\Y) 4
Recurrencia (N,%)
Si 25(22,9)
No 84 (77,1)
Mortalidad (N,%) 37(33,9)
Por cancer de endometrio 22 (20,2)
Por otras causas 15 (13,7)

Supervivencia libre de enfermedad (meses) (media) (SD; min-max)

91,4 (5,02; 6,9-123)

Supervivencia global (meses) (media) (SD; min-max)

86,6 (4,91; 2-124)
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1.2. Estudio de la asociacion entre las variables clinico-patoldgicas y la
supervivencia

A fin de conocer la relacion entre las variables clinico-patoldgicas evaluadas y la
supervivencia de la serie de pacientes se realizd un analisis univariante. En la tabla 12 se
muestran los resultados obtenidos respecto a la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y
la supervivencia global (SG) en las 109 pacientes incluidas en la serie.

En el estudio de la SLE, el tipo y grado histoldgico y el estadio presentaron significacion
estadistica y por tanto se asociaron con un valor prondstico. En el tipo histolédgico se
identific6 un aumento de riesgo de recidiva del subtipo no endometrioide respecto al
endometrioide (HR 5,21, IC 95% 2,22-12,23). De forma similar, en el grado histoldgico se
observé que el grupo de tumores con grado 3 presentaban menor SLE que los tumores de
grado 1-2, con valores de HR 6,39, IC 95% 1,89-21,63. Por ultimo, el estadio IV también
mostré un aumento significativo del riesgo en referencia a las pacientes en estadio | (HR
15,16, IC 95% 4,82-47,63).

En relacién con la SG, la variable edad mostré un mayor riesgo (HR 1,06, IC 95% 1,02-1,09),
al igual que la histologia, en la que se observé un incremento en la mortalidad en el subtipo
no endometrioide (HR 3,69, IC 95% 1,93-7,03) frente al endometrioide y de forma analoga a
lo que ocurrié con el grado histoldgico; donde los tumores con grado 3 presentaron un
aumento del riesgo (HR 3,16, IC 95% 1,49- 6,71) frente al grado 1-2. La variable tamafio
tumoral fue estudiada tanto de forma continua como estratificada por el limite de 2 cm. En
este caso solo se identificaron diferencias significativas en el primer analisis (HR 1,18, IC 95%
1,01-1,38). Por ultimo, los factores estadio IV respecto el estadio | (HR 13,95, IC 95% 4,60-
42,27) y la presencia de recidiva (HR 5,11, IC 95% 2,63-9,91) se asociaron significativamente
a menores SG en nuestra serie de pacientes.

En el caso de la variable edad, se evalud inicialmente como variable continua y a posteriori,
se intentd encontrar un punto de corte dptimo para categorizarla que resulté 73 afios tanto
para la SLE (HR 5,07 IC 95% 1,03-2,48; p valor <0,0001) como para SG (HR 2,31 IC 95% 0,98-
5,41; p valor 0,0539).
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Tabla 12. Resultados del analisis univariante de la asociacion entre las variables clinico-
patoldgicas y la supervivencia en las pacientes incluidas en el estudio.

Variable clinica Supervivencia Libre de Enfermedad Supervivencia Global

HR (IC 95%) p valor HR (IC 95%) p valor
Edad 1,02 0,216 1,06 0,000211%
a 7 7
(0,98-1,08) (1,02-1,09)
Histologia
C. Endometrioide 221 0,000147* 3,69 0,0000741%*
. ioi
. (2,22-12,23) ’ (1,93 -7,03) ’
C. No endometrioide
Grado histoldgico
Grado 1-2 6,39 0,00285* 3,16 0,00265*
(1,89-21,63) ’ (1,49-6,71) ’
Grado 3
1,17
Tamafio t (0,97-1,42) 0,993 1,18 0,029*
amano tumor ,97-1, , )
(1,01-1,38)
Tamaiio tumor
0,49 0,56
<2cm 0,257 0,204
(0,14-1,61) (0,23- 1,36)
>2cm
Estadio
Esta:!() :I 15,16 0,00000324* 13,95 0,00000316*
stadio (4,82-47,63) ’ (4,60 -42,27) ’
Estadio lll
Estadio IV
Recidiva 5,11
No - - (2,63-9,91) 0,00000132%*
Si

Abreviaturas: [HR]: “hazard ratio” o tasa de riesgo de muerte o recidiva; IC 95%: intervalo de

confianza al 95%; (*) diferencias estadisticamente significativas tras aplicar el modelo univariante.
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2. Estudio de la asociacion entre los niveles de expresion de los receptores
beta-adrenérgicos y las variables clinico-patoldgicas

2.1. Comparativa de la expresion de receptores adrenérgicos en tejido
endometrial sano y tumores de cancer de endometrio

2.1.1. Expresion génica de los subtipos de receptores adrenérgicos 1, 2, 3

Para determinar la presencia y expresion de los receptores beta adrenérgicos B1, B2, B3,
evaluamos los niveles de ARNm de los distintos subtipos por RT-qPCR mediante el sistema
Tagman Gene Expression Assay (TLDA). Los tres subtipos se detectaron en la mayoria de las
muestras tumorales. El receptor ADRB1 se expreso en el 97,2% de las pacientes mientras
gue ADRB3 se detectd en el 54,12% del total. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre las muestras de tejido endometrial sano y tejido tumoral para ninguno
de los dos receptores (ADRB1 T: 0,81 + 2,20, S: 0,96 + 1,83; p valor 0,388) (ADR63 T: 0,48 +
2,48,5:0,33 +2,10; p valor 0,188). En el caso del receptor ADRB2, se expreso en la totalidad
(100 %) de las muestras tumorales de las pacientes evaluadas. La media de expresién en
tejido tumoral fue 3,62 + 1,91 frente a 4,65 *+ 1,92 en tejido endometrial sano, no mostrando,
diferencias estadisticamente significativas (p valor 0,244) entre estos grupos al igual que
ocurria con ADRB1 y ADRB3 (Figura 16).

Para la visualizacion de la expresion génica se realizé un HeatMap basado en un andlisis no
supervisado de cluster o agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) agrupando las
muestras de tejido endometrial sano y las muestras de tumores endometriales por el perfil
de expresion de los ADRB (ADRB1, ADRB2 y ADRB3). Este tipo de matriz 2D usa la expresiéon
de cada gen para cada muestra alinedndolo a un rango de colores para mostrar el nivel de
los diferentes genes transcritos (localizados en las filas) en relacién con las columnas o
muestras estudiadas. En la figura 17 podemos observar dos tipos de patrones de expresion
significativamente diferentes, el primero formado por los genes ADRB1 y ADRB3 y de forma
separada el gen ADRB2.
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Figura 16. Expresion de ARNm de los subtipos de ADRB en muestras de tejido endometrial sano y
tumoral. Valores expresados en escala logaritmica. Test estadistico: ANOVA. Abreviaturas: n.s.: no
significancia estadistica; (S): Tejido endometrial sano; (T): Tejido tumoral.
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Figura 17. Mapa de color (HeatMap) de la expresion génica de ADRB1, ADRB2 y ADRB3 en muestras
de tejido endometrial sano y tumoral. Valores expresados en escala logaritmica y agrupados
jerdrquicamente en cluster.
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2.1.2. Expresion de los niveles de ADRB2 por inmunohistoquimica

Evaluamos mediante inmunohistoquimica (IHQ) la expresidn proteica del receptor ADRB2
en tejido endometrial sano y en muestras tumorales de CE obtenidos de las pacientes
seleccionadas para este estudio. A partir de la cuantificaciéon de la Intensidad y del
porcentaje de drea de tincion en cada muestra se calculd el parametro H-Score; indice que
informa del valor de expresion global del receptor. El patrén de expresion celular de ADR[B2
fue predominantemente de membrana plasmatica, aunque también se identificé tincion a
nivel del citoplasma celular (Figura 18). El analisis comparativo de los niveles de expresion
de ADRB2 entre tejido sano y tejido tumoral mostré diferencias estadisticamente
significativas tanto en el parametro Intensidad (p valor 0,0484) como en H-Score (p valor
0,0206) a favor de una reduccidon de la expresion en tejido tumoral frente al tejido
endometrial sano (Tabla 13, Figura 19).

Figura 18. Imagenes microscépicas representativas de la tincién inmunohistoquimica de ADRB2 en
las muestras tumorales. Inmunotincién A,C. Moderada y B,D. Alta. Barra: 100 um. Flechas: Patrén
de expresion celular.
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Tabla 13. Valores de Intensidad y de H-Score para la expresion de ADRB2 en tejido endometrial

sano y tejido tumoral evaluada por inmunohistoquimica.

Receptor Intensidad H-Score
ADRB2 Mediana RIQ p valor Mediana RIQ p valor
Tejido
endometrial 3304,8 3572,1 1080,4 2199,4
sano 0,0484* 0,0206*
Tejido
1682,4 2655,1 121,0 662,1
tumoral

Abreviaturas: RIQ: Rango intercuartilico; (*) diferencias estadisticamente significativas.

ADRP2 Intensidad

ADRB2 H-Score

Figura 19. Niveles de expresion de ADRB2 en muestras de tejido endometrial sano y tumoral.
Valores de A: Intensidad. B: H-Score. Abreviaturas: (S): Tejido endometrial sano; (T): Tejido tumoral;

(*): p< 0,05.
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2.2. Estudio de la asociacion entre la expresion de ADRB2 y las variables
clinico-patoldgicas

A continuacién, estudiamos la relacion entre la expresién de ADRB2 vy los factores clinico-
patolégicos mas relevantes en cancer de endometrio. En la tabla 14 se muestra los
resultados obtenidos. La expresién de estos receptores se cuantific6 en términos de
Intensidad y de H-Score expresando el valor de la mediana y RIQ para cada variable.

Los niveles de expresion de ADRP2 no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos subtipos histoldgicos de cancer de endometrio, entre el grado
histoldgico, el tamafio tumoral ni el estadio inicial versus avanzado.

Tabla 14. Andlisis de la asociacidn entre las variables clinico-patoldgicas y los niveles de expresion
de ADRp2.

ADRB2 Intensidad H-Score

Variable clinica Mediana RIQ p valor Mediana RIQ p valor
Histologia 1835,8 2713,3 204,6 582,4

C. Endometrioide 0,4344 0,358
C. No endometrioide | 1596,8 2611,3 88,7 690,6

Grado histoldgico 2012,1 2313,2 2171 408,5

Grado 1-2 0,463 0,3656
Grado 3 1621,0 3212,3 92,3 737,8

Tamaiio tumor 2505,9 3478,3 369,9 995,6

<2cm 0,3438 0,3912
>2cm 1645,2 2523,4 107,9 380,4

Estadio 1730,5 2655,1 192,1 662,1

Estadio I-lI 0,783 0,4752
Estadio III-IV 1638,1 2649,8 93,2 577,9

Abreviaturas: RIQ: rango intercuartilico.
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2.3. Analisis de los niveles de expresion de ADRB2 y su asociacion con la
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global

Se realizé un andlisis estadistico univariante para determinar si la expresion de ADRB2 estaba
asociada a la SLE o a la SG en la serie de pacientes analizada. Inicialmente se establecié un
punto de corte dptimo para categorizar la variable Intensidad, resultando 3723,9 y 233,2
para la SLE y la SG respectivamente. De la misma forma también se establecid para el
parametro H-Score, siendo 888,4 y 23,2 para la SLE y SG respectivamente. Tras el analisis,
no se identificaron diferencias estadisticamente significativas por lo que se determind que
ADRB2 no presenta valor prondstico en la serie de pacientes evaluada.

3. Estudio de la asociacion entre los niveles de expresion de los receptores
dopaminérgicos y las variables clinico-patoldgicas

3.1. Comparativa de la expresion de receptores de dopamina en tejido
endometrial sano y tumores de cancer de endometrio

3.1.1. Expresion génica de los subtipos de receptores de dopamina DRD1-
DRD5

Evaluamos la expresidn génica, a nivel de ARNm, de los distintos subtipos de receptores de
dopamina DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 y DRD5, mediante TLDA (Figura 20).

Mientras que se observd expresion de los subtipos DRD1, DRD2 y DRD5; los subtipos DRD3
y DRD4 no se expresaron en ninguna de las muestras analizadas. La expresion de DRD1 se
identificd en el 98,15% de muestras tumorales y en el 100% de las muestras de tejido sano.
La media de expresion de ARNm para DRDI no mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (p valor 0,565), siendo los valores en tumor de 1,08 + 2,17
y de 0,87 + 1,62, en tejido endometrial sano. En relacién al subtipo DRD5, se detectd en
practicamente la totalidad de las muestras tumorales (92,59%). Al igual que DRD1, los
niveles de expresion no mostraron diferencias significativas (p valor 0,709) entre ambos
grupos, siendo la media de expresion en tejido tumoral y tejido endometrial de 0,61 + 2,72
y 0,18 *+ 2,11 respectivamente. Respecto a DRD2, se observé presencia de ARNm en el
62,96% de las muestras de tumor. La media de expresion de ARNm fue significativamente
menor (p valor 0,0298) en tumor (0,17 + 2,62) respecto a tejido endometrial sano (0,33 +
2,42).
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Figura 20. Expresion de ARNm de los subtipos de receptores dopaminérgicos en muestras de tejido
endometrial sano y tumoral. Valores expresados en escala logaritmica. Test estadistico: ANOVA.
Abreviaturas: n.s.: no significancia estadistica; n.e.: no expresion; (S): Tejido endometrial sano, (T):
Tejido tumoral; (*) Diferencias estadisticamente significativas p< 0,05.
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Figura 21. Mapa de color (HeatMap) de la expresion génica de los receptores DRD1, DRD2 y DRD5
en muestras en muestras de tejido endometrial sano y tumoral. Valores de expresidén en escala
logaritmica y agrupados jerdrquicamente en cluster.
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De forma similar a los ADRP se realizé un HeatMap basado en un andlisis no supervisado de
cluster o agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) alineando las muestras de tejido
endometrial sano y los tumores endometriales por el perfil de expresion de los receptores
dopaminérgicos (DRD1, DRD2 y DRD5). Las muestras se agruparon en dos subclusters
distintos dependiendo de la similitud entre perfiles. Tal y como se observa en la figura 21,
DRD1 y DRD5, pertenecientes a la subfamilia D1 muestran un patron de expresién muy
similar y sin diferencias significativas entre ellos, mientras que DRD2 presenta un patrén de
expresion diferente significativamente a los primeros.

3.1.2. Expresion de los niveles de DRD1 y DRD2 por inmunohistoquimica

A continuacidn, se realizé una evaluacion por parte de un patélogo experto, de la expresion
de los receptores DRD1 y DRD2, mediante tincién inmunohistoquimica, en las muestras
tumorales de CE y en las muestras de tejido endometrial sano (Figura 22 y 23).
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Figura 22. Imagenes microscopicas representativas de la tincion inmunohistoquimica de DRD1 en
tumores de CE. Inmunotincion A, C. Moderada y B,D. Alta. Barra: 100 um. Flechas: Patrén de
expresion celular.
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Figura 23. Imagenes microscopicas representativas de la tincion inmunohistoquimica de DRD2 en
tumores de CE. Inmunotincién. A,C. Moderada y B,D. Alta. Barra: 100 um. Flechas: Patrén de
expresion celular.

La expresion proteica de DRD1 mostré una reduccion estadisticamente significativa tanto en
el valor de Intensidad (p valor 0,0002) como de H-Score (p valor 0,0002) en el tejido tumoral
(Tabla 15, Figura 24). El patrén de tincién celular de DRD1 fue de membrana plasmatica y
citoplasma, siendo homogénea en toda el drea celular y tumoral.

El andlisis de la expresiéon de DRD2 en muestras de tejido tumoral y de tejido endometrial
sano no mostré diferencias significativas en ninguno de los pardametros de expresién
calculados, a pesar de que en tejido tumoral los valores de la mediana estan incrementados
con respecto al tejido sano (Tabla 15, Figura 25). La tincidn positiva se localizd en la
membrana plasmatica de las células tumorales y en un porcentaje menor en el citoplasma,
teniendo un patrén muy focalizado a modo de clusters.

108 unB

Universitat Autonoma
de Barcelona



RESULTADOS

Tabla 15. Valores de Intensidad y de H-score para la expresion de DRD1 y DRD2 en tejido
endometrial sano y tejido tumoral evaluada por inmunohistoquimica.

Receptor Intensidad H-Score
Mediana RIQ p valor Mediana RIQ p valor
DRD1
Tejido
endometrial | 42459,3 11143,007 526378,5 695190,254
sano 0,0002%* 0,0002*
Tejido
2299,1 17517,107 253,2 23212,66
tumoral
DRD2
Tejido
endometrial | 5504,1 7590,1 1873,4 2816,32
sano 0,6108 0,1272
Tejido
6529,3 13937,6 5839,7 53899,339
tumoral

Abreviaturas:

DRD1 Intensidad

RIQ: rango intercuartilico; (*) Diferencias estadisticamente significativas p< 0,05.

* %k % %% %
[ l | 1

DRD1 H-Score
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Figura 24. Niveles de expresion de DRD1 en muestras de tejido endometrial sano y tumoral. Valores
de A: Intensidad. B: H-Score. Abreviaturas: (S): Tejido endometrial sano; (T): Tejido tumoral; (***): p

<0,001.
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n.s.

n.s.

DRD?2 Intensidad

DRD2 H-Score

Figura 25. Niveles de expresion de DRD2 en muestras de tejido endometrial sano y tumoral. Valores
de A: Intensidad. B: H-Score. Abreviaturas: n.s.: no significancia estadistica; (S): Tejido endometrial
sano; (T): Tejido tumoral.

3.2. Estudio de la asociacion entre la expresion de DRD1 y DRD2 vy las
variables clinico-patoldgicas

A continuacion, quisimos estudiar la asociacion de la expresion de DRD1 y DRD2 con los
factores clinico-patoldgicos mas relevantes en cancer de endometrio. En la tabla 16 se
muestra los resultados del analisis realizado.

El analisis de la asociacién de los niveles de expresion de DRD1 mostrd diferencias
estadisticamente significativas en el valor de Intensidad (p valor 0,0412 ) y de H-Score (p
valor de 0,0284) en la variable tamaio del tumor estratificada (<2cm vs >2 cm), asociandose
menor expresion de DRD1 en aquellos tumores de mayor tamano. El resto de variables
clinicas evaluadas, en las que se incluian tipo de histologia, grado histolégico y estadio
agrupado, no presentaron diferencias estadisticamente significativas en nuestra serie de
pacientes. Adicionalmente, realizamos un subanalisis de la variable estadio dividida en los
distintos subgrupos (I-1l-1lI-1V), segun los criterios FIGO. Se observé significativamente una
menor expresiéon de DRD1 tanto en Intensidad (p valor de 0,0028) como en H-Score (p valor
de 0,0006) en las muestras de pacientes con estadios mas avanzados (estadio IV) respecto a
los estadios iniciales (estadio I) (Figura 26).
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Tabla 16. Andlisis de la asociacidn entre las variables clinico-patoldgicas y los niveles de expresion

de DRD1.

DRD1 Intensidad H-Score
Variable clinica Mediana RIQ p valor Mediana RIQ p valor
Histologia 2068,5 24958,9 168,7

. 28735,7
C. Endometrioide 0,3314 02454
C. No endometrioide 6989,2 13269,6 2268,7 17434,3 ’
Grado histoldgico 3201,1 31595,4 253,2 35188,7
Grado 1-2 0,825 0,9088
Grado 3 2071,1 13977,4 324,5 17534,4
Tamaiio tumor 8106,1 13826,2 2589,1 11072,7
<2cm 0,0412%* 0,0284*
>2cm 1883,8 27366,8 146,4 32807,6

4725,2 31726,3 1596,4 40328,3

Estadio
Estadio I-lI 0,0684 0,0836
Estadio llI-IV 1279,2 6446,1 78,88 2789,1

Abreviaturas: RIQ: rango intercuartilico; (*) Diferencias estadisticamente significativas p< 0,05.

L X3

DRD1 H-Score

% k%

Figura 26. Distribucion de los niveles de expresion de DRD1 en los tumores por estadios segun
criterios FIGO. Valores de A: Intensidad. B: H-Score. (**): p <0,01; (***): p <0,001.
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En la tabla 17 se muestran los resultados de los datos clinico-patoldgicos asociados a la
expresion del receptor dopaminérgico DRD2. En la variable histologia, determinada por la
mediana de H-Score, se observd un incremento significativo de la expresiéon de DRD2 en el
subtipo no endometrioide frente al subtipo endometrioide (p valor 0,0488). De forma
similar, se observé un aumento significativo de la expresién del receptor en el grado
histoldgico 3 en comparacion con el grado 1y el grado 2 (p valor 0,0384). El tamafio tumoral
categorizado con el limite de 2cm, también presenté diferencias, en Intensidad, asociandose
el mayor tamafio tumoral a una sobreexpresion del receptor (p valor 0,0126) (Figura 27).
Por ultimo, en el andlisis de la relacion del receptor DRD2 con los diferentes estadios
tumorales propuestos por la FIGO, no se identificd asociacion ni en los valores de Intensidad
ni de H-Score.

Tabla 17. Andlisis de la asociacidn entre las variables clinico-patoldgicas y los niveles de expresion
de DRD2.

DRD2 Intensidad H-Score
Variable clinica Mediana RIQ p valor Mediana RIQ p valor
Histologi 5906,8

istologia N 13165,6 3135,1 28181,0 0,0488*
C. Endometrioide 0,1270
C. No endometrioide 10682,8 15171,7 29799,3 159152,7
Grado histoldgico 4098,2 9726,6 2543,5 17196,4
Grado 1-2 0,0674 0,0384*
Grado 3 8710,5 15098,1 8378,4 72127,7
Tamaiio tumor 2959,9 7649,0 1226,3 12554,6
<2cm 0,0126* 0,0522
>2cm 8531,8 14216,3 7190,8 67996,7
Estadio 6540,7 13812,1 4572,2 56182,4
Estadio I-II 0,8542 0,5996
Estadio llI-IV 6382,3 14300,1 6875,5 34617,5

Abreviaturas: RIQ: rango intercuartilico; (*) Diferencias estadisticamente significativas p< 0,05.
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3.3. Analisis de los niveles de expresion de DRD1 y DRD2 y su asociacion con
la supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global

Para el andlisis de la supervivencia, se determind el punto de corte en la expresién de los
receptores para el valor de ‘alta expresién’ mediante un algoritmo estadistico. En SLE el valor
limite a partir del cual se determind alta expresién de DRD1 correspondié a 38954,7 en
Intensidad y a 139,2 en el H-Score. En referencia a SG, el valor fue de 247,1 para la Intensidad
y 1,9 para el H-Score. En ninguno de los analisis se observaron diferencias estadisticamente
significativas que asociaran la expresion del receptor DRD1 con la supervivencia de las
pacientes de la serie estudiada (Tabla 18).

Tabla 18. Resultados del andlisis univariante de supervivencia para la expresiéon de DRD1.

Receptor Supervivencia Libre de Enfermedad Supervivencia Global
Punto de Punto de
HR HR
corte p valor corte p valor
L. (IC 95%) L. (IC95%)
6ptimo 6ptimo
. Baja vs
DRD1 Bajavs Alta | 0,01 2,89
. L. 0,997 Alta 0,147
Intensidad expresion (0,02-0,8) .. (0,69-12,01)
expresion
DRD1 Bajavs Alta | 0,59 Bajavs Alta | 5,01
.. 0,219 .. 0,112
H-Score expresion (0,25-1,36) expresion (0,68-36,60)

Abreviaturas: [HR]: “hazard ratio” o tasa de riesgo de muerte o recidiva; IC 95%: intervalo de
confianza al 95%.

Los resultados del analisis univariante de la supervivencia segun el punto de corte dptimo
de la expresién de DRD2 se muestra en la tabla 19. En la SLE, el valor limite a partir del cual
se determina alta expresion correspondid a 17076,8 en el parametro Intensidad y a 160642,9
en el pardmetro H-Score. En referencia a la SG, el valor de expresion se definié en 18270,9
para la Intensidad y en 141625,9 para el H-Score. En el analisis de SLE se establecieron
diferencias significativas en el H-Score mostrando un incremento del riesgo de recidiva con
la sobreexpresion de DRD2 (p valor 0,00946). El andlisis de la SG presentd una asociacion
significativa en el parametro Intensidad (p valor 0,0257) entre la sobreexpresion de DRD2 y
la mortalidad, al igual que en H-Score (p valor 0,00454) en la serie de pacientes estudiada
(Figura 28).
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Tabla 19. Resultados del andlisis univariante de supervivencia para la expresion de DRD2.

Receptor Supervivencia Libre de Enfermedad Supervivencia Global
Punto de Punto de
HR HR
corte p valor corte p valor
L. (IC 95%) L. (IC 95%)
Optimo Optimo
DRD2 Bajavs Alta | 2,21 Bajavs Alta | 2,29
_ y 0,0729 L 0,0257*
Intensidad expresion (0,92-5,28) expresion (1,10-4,77)
DRD2 Bajavs Alta | 3,47 0.00946* Bajavs Alta | 2,98 0.00454%
H-Score expresion (1,35-8,88) ’ expresion (1,40-6,34) ’

Abreviaturas: [HR]: “hazard ratio” o tasa de riesgo de muerte o recidiva; IC 95%: intervalo de

confianza al 95%; (*) diferencias estadisticamente significativas tras aplicar el modelo univariante.
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Figura 28. Curvas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global en la serie de

pacientes del estudio con relacion a la expresion de DRD2 cuantificada por Intensidad (A,C) y por
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3.4. Modelos multivariantes y valor prondstico. Analisis de supervivencia
global y libre de enfermedad

Por ultimo, se realizd un andlisis multivariante de los factores clinicos prondsticos obtenidos
del analisis de supervivencia univariante. En los analisis se incluyd la edad, el tipo de
histologia, el grado histoldgico, el tamafio tumoral, el estadio y los valores de expresién de
DRD2.

Tabla 20. Andlisis multivariante de los factores prondsticos en supervivencia libre de enfermedad
y supervivencia global.

Factores Supervivencia Libre de Enfermedad Supervivencia Global
HR (95% Cl) p valor HR (95% Cl) p valor
Edad
<73 an 1,29 0,62446 3,21 0,005660%*
<73 afios ) )
. (0,45-3,65) (1,40-7,33)
>73 afos
Histologia
. 2,03 1,88
C. Endometrioide 0,19157 0,164311
. (0,66-6,17) (0,77 -4,63)
C. No endometrioide
Grado histoldgico
2,00 1,34
Grado 1-2 0,99779 0,677720
(0,00-0,00) (0,32-5,55)
Grado 3
Tamaiio tumor
<2 2,2 0,08682 2,70 0,016289%*
- Cm 7 ’
(0,88-5,64) (1,20-6,09)
>2cm
Estadio
Estadio I-Il 8,70 0,00118* 3,86 0,040364*
stadio - (2,35-32,19) ’ (1,06- 14,04) ’
Estadio llI-IV
Recidiva 392
’ *
N,O (1,75-8,78) 0,000896
Si
DRD2 H-Score 53 184
. ., 7
Baja expresion ’ 0,11488 ! 0,043434%*
)a exp (0,80-6,98) (1,1-4,43)

Alta expresion
Abreviaturas: [HR]: “hazard ratio” o tasa de riesgo de muerte o recidiva; IC 95%: intervalo de
confianza al 95%; (*) diferencias estadisticamente significativas tras aplicar el modelo univariante.
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En la tabla 20 se muestran en primer lugar los resultados del analisis multivariante de la serie
de pacientes estudiada referente a SLE. El valor del Likelihood ratio del modelo final fue de
0,00001. El calculo mostré como Unico factor de riesgo independiente el estadio avanzado
de la FIGO frente al estadio inicial, con un valor de HR 8,70, IC 95% 2,35-32,19 y una p valor
0,00118.

En cambio, los factores de riesgo independientes en el modelo disefiado para evaluar la SG
con un Likelihood ratio de 4 x 108, fueron la edad superior a 73 afios, el tamafio tumoral, el
estadio avanzado de la FIGO frente al estadio inicial, la presencia de recidiva y la alta
expresion de D2.

4. Generacion vy caracterizacion de modelos xendgrafos ortotdpicos
derivados de muestras tumorales de pacientes con cancer de endometrio
(PDX)

Otro de los objetivos que nos planteamos fue la generacion de modelos xendgrafos
ortotdpicos derivados de muestras tumorales de pacientes con CE intervenidas en la Unidad
de Ginecologia Oncoldgica del Servicio de Ginecologia del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau. En este proyecto se seleccionaron dos tumores, crecidos en ratones inmunodeprimidos
Swiss nude, con caracteristicas diferentes. En primer lugar, se utilizé la muestra tumoral END
17, un tumor descrito como carcinoma endometrioide grado 3 con receptores hormonales
positivos procedente de una paciente de 81 afios con un estadio IB de la FIGO. Como
particularidad, presentaba una alteracién en los genes de la reparacion del ADN que se
tradujo en una ausencia nuclear de las proteinas codificantes MLH1 y PMS2. En segundo
lugar, la muestra tumoral END 19, presentaba un patrén histoldgico correspondiente a un
carcinoma seroso con p53 mutado.

Ambos tumores fueron implantados de forma ortotdpica en ratén inmunodeprimido por via
transmiometrial y via transvaginal.

4.1. Estudio de la capacidad tumorogénica de los modelos xenografos
END17 y END19

4.1.1. Monitorizacion de la progresion tumoral y peso corporal de los ratones

Desde su implantacidon y hasta su eutanasia, se controld el peso corporal de los ratones por
semana.
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Todos los animales se recuperaron satisfactoriamente de la intervencién y su peso fue
incrementando progresivamente en los diferentes grupos; los correspondientes a END 17
presentaron un peso medio final de 27,5 + 1,3 g mientras que en el caso de END 19
alcanzaron de media 26,7 + 2 g.

La comparativa de las técnicas quirdrgicas utilizadas junto a la tasa de injerto y el patrén de
diseminacion metastdasica de los PDX derivados de END 17 y END 19 se muestra en la tabla
21. Ambos tipos de tumores implantados por via transmiometrial presentaron una tasa de
injerto satisfactoria; traduciéndose en un 100% en el caso de END 17 y en un 70% para el
modelo de END 19. Cabe remarcar que la inoculacién por via transvaginal del fragmento de
tumor procedente de paciente no resultd en una implantacién en ninguno de los dos grupos,
siendo la tasa de injerto global del 0%; y consecuentemente presentando un patréon de
diseminaciéon nulo.

Tabla 21. Resultados de la implantacion y la capacidad tumorogénica de los modelos xendégrafos
ortotopicos derivados de pacientes END 17 y END 19.

Modelos PDX
, Mets.
. Tasa de Numero de Mets. K Mets.
Tipo de . . e, Abdominal- B
. L injerto foci Linfatica Rk . Hematdgena
implantacion ) . Carcinomatosis
(raton-%) (media + DE) [na/nt(%)] [na/nt(%)]
[na/nt(%)]
10/10
1QT TM (1({0) 1,20+ 0,38 6/10 (60) 4/10 (40) 1/10 (10)
END 17
QT TV 0(0) 0 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0)
7/10
1QT TM (70) 0,7+1,16 3/7 (43) 0/7 (0) 2/7 (29)
END 19
QT TV 0(0) 0 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0)

Abreviaturas: Mets: metastasis; [na/nt(%)]: [na: nimero de ratones afectados en el grupo/nt:
nimero de ratones positivos totales en el grupo (porcentaje de ratones afectados)]; IQT TM:
Implantacidn quirurgica de tejido (1mm?) via transmiometrial; TV: via transvaginal; DE: desviacién
estandar.

Tal y como se muestra en la figura 29A, en el caso de los animales con implantacion de END
17, el crecimiento tumoral estimado mediante la palpacion fue mas rapido en comparacion
con END 19 que mantuvo un crecimiento tumoral mas lento y gradual en el tiempo.
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Tras la necropsia de los animales, se registré el peso tumoral final y el nimero de foci
macroscopicos en los tejido diana de metastasis. El peso medio del tumor obtenido fue
superior significativamente (p valor 0,02) en el modelo de END 17 (2,41 + 0,61 g) en
comparacion con el peso del tumor procedente del modelo END 19 (1,28 + 0,70 g) (Figura
30A).

La diseminacion tumoral se calculd mediante el contaje del nimero de foci metastasicos
totales por cada modelo animal. El valor fue mayor pero no estadisticamente significativo (p
valor 0,1387) en el modelo END 17 respecto al modelo END 19 (Figura 30B). Por otra parte,
la utilizacién de la muestra derivada de paciente END 17 generd un patrén mas agresivo, con
un numero mayor de metastasis linfaticas y transceldmicas (carcinomatosis peritoneal)
comparado con el modelo END 19, el cual presento Unicamente un niumero superior de
animales con metdstasis hematdgenas (pulmén), aunque las diferencias no fueron
significativas entre modelos (Tabla 21 y Figura 31).

En la figura 29B se compara de la supervivencia de los animales implantados con END17 y
END19. Se observd una supervivencia significativamente menor en el grupo con
implantacion de END 17, con un tiempo de vida de 27 + 4 dias en referencia a la implantacién
de END 19 que resulto 81 + 25 dias.
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Figura 29. Progresion tumoral en los modelos PDX END17 y END19. A: Crecimiento tumoral
estimado a partir del indice de palpacién. B: Comparacién de la supervivencia de los diferentes
xenografos generados.
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[

Peso del tumor
Metastasis. Foci totales

END17 END19 END17 ENDA19
Paciente Paciente

Figura 30. Comparativa de los valores de monitorizacion y diseminacién tumoral en los modelos
PDX END17 y END19. A: Peso del tumor a tiempo final. B: Cuantificacién del nimero de foci
metastasicos. Abreviaturas: n.s.: no significancia estadistica; (*) Diferencias estadisticamente
significativas p< 0,05.

4.1.2. Descripcion de las caracteristicas histopatoldgicas

Tras el procesamiento de las muestras se realizd un analisis histopatoldgico a partir de las
preparaciones tefiidas con HE. Con la colaboracién de un patélogo experto, se comprobé la
preservacion del patrdn histolégico del tumor obtenido del modelo animal en referencia al
tumor originario del paciente, descrito en la tabla 10. Ademas, se diagnosticaron los focos
de crecimiento tumoral en los drganos diana de metastasis.
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Figura 31. Estudio histopatolégico de los modelos xenégrafos END17 y END19 tras la necropsia,
imagenes microscopicas representativas del tumor primario y focos de metastasis.
A, B: Tumor primario de END 17. C: Metastasis linfatica en END 17. D: Célula tumoral intravascular
en END 17 (flecha). E: Foco de carcinomatosis a nivel diafragmatico en END 17. F, G: Tumor primario
de END 19. H: Metastasis linfatica en END 19. I: Metdstasis pulmonar en END 19. Barra: 200 um.
Abreviaturas: e: endometrio; t: tumor; v: vaso sanguineo; p: parénquima pulmonar.
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4.2. Evaluacion de los niveles de expresion de los receptores
catecolaminérgicos en los modelos xendgrafos END 17 y END 19

En una segunda fase de la experimentacion in vivo se realizo la evaluacion de los niveles de
expresion de los distintos receptores catecolaminérgicos (ADRB2, DRD1 y DRD2) mediante
tincidon inmunohistoquimica en las muestras de tumor generado en los modelos animales de
una forma similar al estudio de la serie de pacientes realizado previamente.

4.2.1. Comparativa de la expresion de receptores catecolaminérgicos en
tejido endometrial sano y tumor de cancer de endometrio generados
en raton

El andlisis de la expresion de los receptores evaluados ADRB2, DRD1 y DRD2 en tejido
endometrial sano y los tumores generados se muestra en la tabla 22.

En el modelo END 17 se identifican diferencias estadisticamente significativas a nivel de
expresion del receptor adrenérgico ADRB2 a favor de una sobreexpresion en el tumor vs el
tejido endometrial sano (p valor 0,0027). En referencia a los receptores dopaminérgicos, la
expresion del receptor DRD1 no se vio alterada en la comparacién de los dos tejidos (p valor
0,9136), a diferencia de DRD2 que si mostré significaciéon estadistica con una mayor
expresion en tumor (p valor 0,0060).

Los resultados en el modelo END 19 difieren del caso anterior; el receptor ADRB2 presenta
una reducida expresion en el tejido tumoral en comparacion con el tejido endometrial sano,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p valor 0,0010). La expresion de
DRD1 muestra un patrén similar al receptor adrenérgico, con niveles de expresion
significativamente mas bajos en el tejido tumoral (p valor 0,001). Contrariamente, la
expresion de DRD2 no varid en el analisis de ambos tejidos (p valor 0,6208).
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Tabla 22. Resultados de la comparativa de la expresion de los receptores catecolaminérgicos en
tejido endometrial sano y tumor derivados de pacientes END 17 y END 19.

Expresion de receptores catecolaminérgicos en modelos PDX
ADRB2 DRD1 DRD2
) H-Score H-Score H-Score
Tipo de R . .
. ., (mediana, p valor (mediana, p valor (mediana, p valor
implantacion
RIQ) RIQ) RIQ)
Tejido
. 5907,4 1107044,1 112742,5
endometrial
END (22813,7) (892355,1) (149505,5)
17 sano 0,0027% 0,9136 0,0060*
T 123614,4 1092060,6 616021,6
umor
(69913,2) (1706763,1) (74160,4)
Tejido
. 172898,5 285118,2 45840,8
endometrial
END (235521,4) (213571,1) (29584,8)
19 sano 0,0010% 0,001%* 0,6208
31209,3 71892,4 33786,9
Tumor
(38981,1) (63996,1) (48335,1)

Abreviaturas: RIQ: rango intercuartilico.

4.2.2. Analisis univariante de la expresion de receptores catecolaminérgicos
y relacidn con supervivencia

De los dos modelos analizados, se escogié END 17 por su tasa de implantacién superior, por
su patrén de diseminacién mas agresivo y por su similitud en cuanto a niveles de expresién
de los receptores dopaminérgicos con lo observado en pacientes. En este modelo se realiz
un subanalisis para estudiar la asociacion de la expresion de los receptores
catecolaminérgicos y la supervivencia de los ratones. Se establecié un punto de corte 6ptimo
de la expresidn de los receptores catecolaminérgicos para dividir los valores en baja vs alta
expresion mediante un algoritmo estadistico de manera andloga al andlisis que se hizo en el
estudio en pacientes. El analisis no mostrd diferencias significativas para ningln
neuroreceptor. Posiblemente seria necesario aumentar el nimero de animales para
confirmar su valor prondstico en el modelo in vivo (Figura 32).
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4.2.3. Comparativa de las caracteristicas del tumor generado en ratén y el
tumor original de paciente

Para determinar la utilidad del modelo para ensayos in vivo, comprobamos la preservacion
por inmunohistoquimica de las caracteristicas histopatolégicas de ambos modelos PDX en
referencia al tumor original de la paciente (Tabla 23).
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Se realizé la comparativa a nivel de tincién inmunohistoquimica de ADRB2, DRD1, DRD2
entre la muestra de tumor generado en el ratéon y la muestra tumoral de la paciente
identificando valores similares de expresion respecto a su correspondiente expresion en
tejido sano (Figura 33). Ambos modelos conservaron el patron de expresion celular a nivel
de membranay citoplasma que se observé en el tumor de la paciente. Ademas, se analizaron
marcadores moleculares utilizados en el diagndstico clinico del cancer de endometrio. En el
caso de END 17, se han preservado las alteraciones identificadas en la muestra original del
paciente, que son las alteraciones en los genes reparadores del ADN MLH1 y PMS2, asi como
de la expresidn de los receptores hormonales. En referencia a END 19, se ha comprobado
por IHQ la expresion de p53 en el tumor murino al igual que en la muestra original del
paciente (Figura 34). Ambos tumores (ratén y paciente) presentan un patrén de tincién
nuclear positiva por la acumulacion de la proteina p53 que ocurre en un estado mutacional
del gen p53 que codifica la proteina. Estos resultados han sido validados por un patdlogo
especializado.

Tabla 23. Comparativa de tincién inmunohistoquimica de los receptores catecolaminérgicos y de
los marcadores moleculares en CE entre la muestra de tumor generado en ratén y la muestra
tumoral de la paciente.

Comparativa caracteristicas paciente — tumor modelo PDX (IHC)
IHC
L. IHC Proteinas de genes
Receptores catecolaminérgicos Receptores IHC p53
reparadores del ADN
hormonales
MLH1 MSH2 RREE
ADRpB2 DRD1 DRD2 p53
PMS2 MSH6 RRPP
Tumor Negativo Positividad +H+/+++
N Positividad Positividad Positividad & nuclear +H+/+++ Negativo
Paciente (Anormal) (Normal)
END
17 Tumor Negativo Positividad +H+/+++
Positividad Positividad Positividad (Angormal) nuclear +H+/+++ Negativo
PDX (Normal)
Tumor Positividad
: Positividad Positividad | Positividad ne ne ne nuclear
END Paciente (Anormal)
19 Tumor Positividad
PDX Positividad Positividad Positividad ne ne ne nuclear
(Anormal)

Abreviaturas: ne: no evaluado; RREE: receptores estrégenos; RRPP: receptores progestagenos;
MLH1: MutL homolog 1; MSH2: MutS homolog 2; MSH6: MutS homolog 6; PMS2: Post-Meiotic
Segregation Increased 2.
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Sano

Tumoral

Figura 33. Imagenes microscopicas representativas de la tincion inmunohistoquimica de ADRB2,
DRD1, DRD2 en tejido endometrial sano y muestras tumorales en el modelo PDX END17.
Inmunotincion: A,D,G: ADRB2; B,E,H: DRD1; C,F,l: DRD2. Barra: 100 um. Flechas: Patrén de expresion
celular.
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Figura 34. Imagenes microscépicas representativas de la tincién inmunohistoquimica de los
marcadores moleculares de uso en el diagnéstico clinico del CE en tumor de paciente y en tumor
PDX de END 17 y END 19. A. Inmunotincién: A,D: MLH1 (END 17); B,E: PMS2 (END 17); C,F: p53 (END
19). En las imagenes de MLH1 y PMS2 se puede observar cdmo no existe positividad nuclear en
ninguna de las muestras. Barra: 100 um.
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5. Evaluacion de la neuromodulacion catecolaminérgica sobre la
proliferacion de lineas celulares de cancer de endometrio

5.1. Efecto de la neuromodulacion adrenérgica y dopaminérgica sobre la
proliferacion de lineas celulares de cancer de endometrio

Las lineas celulares de cancer de endometrio utilizadas para la experimentacién in vitro
fueron HEC1A y AN3CA. En el caso de HEC1A, es una linea derivada de un adenocarcinoma
endometrioide grado 2 (225). Presenta receptores de estrégenos y progestagenos
mayoritariamente negativos, mutaciones heterocigotas para KRAS y homocigotas para p53.
Ha sido considerada CE tanto de tipo | como de tipo Il, aunque sus caracteristicas
corresponden mas probablemente al CE tipo II (201). En referencia a AN3CA, se trata de una
linea establecida a partir de una metastasis linfatica producida por un adenocarcinoma
endometrial (226). Presenta alta IMS, mutaciones heterocigotas en MAPK3, PIK3R1y TP53y
homocigotas para PTEN.
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Figura 35. Expresion relativa de ARNm para los ADRB (A) y los subtipos de DR de la familia D1 (B)
y familia D2 (C) en las lineas celulares de CE HEC1A y AN3CA.
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Inicialmente se determind, mediante gRT-PCR, la expresion de los receptores en cada linea
celular (Figura 35). La linea tumoral HEC1A presentd expresion del receptor ADRB2,
mientras que AN3CA expresd ADRB1 y ADRB2. Ninguna de las dos lineas mostrd expresion
de ADRB3. Con respecto a los receptores dopaminérgicos, en células HEC1A se detectaron
niveles de ARNm correspondiente a DRD1, DRD5 y DRD2, mientras que en células AN3CA se

identificaron los receptores DRD1, DRD5 y DRD4. DRD3 no se expreso en ninguna de las dos
lineas tumorales.

En referencia a la neuromodulacién en las células HEC1A, la exposicion a los
neurotransmisores adrenérgicos (NA y A) no modificaron la capacidad de proliferacién
comparado con el control (ausencia de neurotransmisor) en todo el rango de
concentraciones estudiada (entre 0,1 - 100 uM) (Figura 36A). Por el contrario, en las células
AN3CA, los neurotransmisores NA y A indujeron un aumento significativo en la tasa de
proliferacién, a concentracion de 100 uM con respecto al control (ausencia de activacién) (p
valor <0,05 para NA y p valor <0,001 para A) (Figura 36B).

Por su parte, DA a la concentracién ensayada de 100 uM indujo una reduccion tanto en el
numero de células HEC1A (p valor <0,05) como en AN3CA (p valor < 0,001) con respecto al
control sin neurotransmisor (Figura 36 A, B).
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Figura 36. Efecto sobre la proliferacion celular de noradrenalina (NE), adrenalina (A) y dopamina
(DA) en lineas celulares de CE. A. HEC1A. B. AN3CA. (*): p < 0,05, (**): p <0,001.
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5.2. Efecto de la activacion e inhibicion selectiva de la senalizacion

dopaminérgica sobre la proliferacion de lineas celulares de cancer de
endometrio

En células HEC1A, fenoldopam (FE), un agonista de los receptores de DA de la familia 1,
redujo significativamente la proliferacion celular (p valor <0,05) a la concentracion maxima
estudiada (100 pM). En cambio, no se evidencid variacion en la capacidad de proliferacién
con el agonista del receptor DRD2 pergolide (PER) ni con el antagonista de DRD1, LE 300 (LE).
Resultados similares se observaron con la linea AN3CA donde la exposicion a fenoldopam, a
concentracion de 100 uM redujo significativamente (p valor < 0,001) el nimero de células
respecto al control y las concentraciones menores ensayadas.

La variacion mas destacable en HEC1A se observoé con la exposicion a domperidona (DOM),
un antagonista selectivo de los receptores de DA de la familia 2, que redujo
significativamente (p valor < 0,001) la proliferacion celular a 100 uM respecto a la ausencia
de la molécula. Este mismo efecto se observo en la linea AN3CA (p valor <0,001) (Figura 37).
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Figura 37. Evaluacion de la activacion e inhibicion dopaminérgica sobre la proliferacién celular en
lineas celulares de CE. A: HEC1A. B: AN3CA. (*): p < 0,05; (**): p <0,001.
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5.3. Efectosinérgico del agonismo de DRD1y el antagonismo de DRD2 sobre
la proliferacion de la linea celular AN3CA

Para determinar el posible efecto terapéutico de la combinacién del agonismo de DRD1 y el
antagonismo de DRD2, se realizdé un ensayo independiente especificamente con la linea
tumoral AN3CA (Figura 38). Previamente, hemos observado que AN3CA presenta mayor
expresion de los receptores dopaminérgicos y un efecto dopaminérgico mayor que la linea
tumoral HEC1A. La reduccion en la proliferaciéon celular inducida, de forma independiente,
por el agonismo de DRD1 o el antagonismo de DRD2 mostré un comportamiento dosis-
dependiente, siendo el efecto significativamente mayor a 50 uM que a 25 uM (p<0,05) y con
la exposicion a DOM comparado con FEN (p valor < 0,05). El tratamiento de las células en
combinacion con FE y DOM, ensayados tanto a 25 o 50 uM redujo significativamente la
capacidad de proliferacién de las células AN3CA (p valor £ 0,001) en relacién a su efecto en
monoterapia.
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Figura 38. Evaluacion de la sinergia de fenoldopam y domperidona sobre la proliferacién celular
en la linea celular AN3CA. (*): p < 0,05; (**): p <0,001.
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V. DISCUSION

El cancer de endometrio es la patologia maligna ginecoldgica mas frecuente en nuestra
poblacién. La mayoria de pacientes presentan un prondstico favorable, con una
supervivencia entorno del 90% a los 5 anos si se diagnostican en estadios iniciales (46). A
pesar de ello, las pacientes con estadio avanzado o recurrencia presentan menos
probabilidades de curacién con la cirugia y la terapia adyuvante convencional, con tasas de
respuesta situadas entre el 10% y el 18% (183). Se trata de una enfermedad genotipica y
fenotipicamente heterogénea; por tanto, debemos concentrar los esfuerzos en encontrar
herramientas que ayuden a mejorar el prondstico y el tratamiento de todas las pacientes
afectadas por esta neoplasia.

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la influencia de la sefializacién nerviosa en el
comportamiento de las células tumorales y la evolucién en el cancer de endometrio. Los
neurotransmisores y neuroreceptores pueden influir en el comportamiento de las células
tumorales a través de mecanismos implicados en la progresidon tumoral. Entre ellos, se
encuentran el aumento de la proliferacién celular, la regulacién de la viabilidad celular, la
contribucién a la migracion y a la invasion tumoral (147). Actualmente existen numerosos
articulos en diferentes neoplasias que describen una asociacion entre el sistema
catecolaminérgicoy la progresién tumoral con alto poder prondstico y potencial terapéutico
(122,127,158,167,181,227). Especificamente en cancer de endometrio, no se han
identificado estudios que valoren la relevancia pronéstica de los receptores adrenérgicos;
mientras que en el caso de los receptores dopaminérgicos, en los uUltimos 5 anos, se han
publicado resultados interesantes de su capacidad prondstica y terapéutica en referencia al
subtipo de CE seroso.

En esta tesis doctoral, se presenta una vision global de la implicacion de los receptores
catecolaminérgicos en CE que se obtiene a partir del analisis de muestras de pacientes, de
modelos animales derivados de tumor de paciente y de experimentacién in vitro. El enfoque
desde distintos modos de investigacion, permite asociar informacion y mejorar la
comprension de los mecanismos involucrados especificamente en cancer de endometrio.
Ademas, el estudio de la interaccion entre el sistema nervioso y el cancer proporciona
nuevos biomarcadores y posibilidades de desarrollarlos como dianas alternativas para uso
en terapia dirigida (136).
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1. Estudio de las variables clinico-patoldgicas y su valor prondstico de la serie
de pacientes del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Inicialmente, realizamos un estudio estadistico descriptivo en nuestra serie de pacientes
para realizar una valoracioén global y evaluar su representatividad de la poblacién general de
pacientes con cancer de endometrio. La media de edad al diagndstico en nuestra serie fue
de 68,9 afios, valor superior a otras poblaciones estudiadas en la bibliografia como por
ejemplo la media de una serie multicéntrica del estado espafiol o la media en global segln
datos de Estados Unidos, con valores de 65 afios y 63 anos respectivamente (228,229). El
motivo es el mayor porcentaje de ancianos en el drea de referencia del Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, hecho a tener en cuenta en el manejo general de la patologia. Un estudio
reciente predice que en los proximos afios habra un incremento de la incidencia del CE en
mujeres con edades entre 64 y 74 afios en la poblacion de referencia (230). Las posibles
explicaciones se basan en un incremento de la prevalencia de la obesidad y la diabetes y una
disminucién de la paridad, todos establecidos como factores de riesgo en CE. Ademas, se
conoce que el CE en pacientes de mayor edad es diagnosticado mas frecuentemente en
estadios avanzados y asociado a histologias de peor pronéstico (231).

En referencia a la histologia, nuestra serie es similar a otros estudios y se divide basicamente
entre un 73% de carcinoma endometrioide o tipo | y un 26,6% de carcinoma no
endometrioide o tipo Il. Cabe subrayar que en la distribucion del grado histoldgico de la
muestra de tumores, se identificd un porcentaje del 55,1% de grado histolégico 3, superior
a lo descrito en la literatura, versus un 44,9% de grado histoldgico en conjunto 1y 2 (229).
El estadio tumoral al diagndstico segln la FIGO se distribuye entre un 77,9% de pacientes
con estadio inicial (I-Il) y un 22,1% de pacientes con estadio avanzado (lll-IV), siguiendo la
representacion de la poblacidn con este tipo tumoral (21).

Un total de 25 pacientes, 22,9%, sufrid recaida durante el periodo de seguimiento. La tasa
de recaida del CE después de un tratamiento primario completo en la literatura oscila
alrededor del 13%, con la edad, el grado histoldgico, la actividad mitética, la invasidon
miometrial, la invasion linfovascular y la afectacién ganglionar como principales factores
prondsticos (232). Por tanto, el porcentaje de la serie es superior, siendo probables motivos
la edad avanzada de las pacientes, el nUmero superior de tumores grado histoldgico 3 y la
presencia de tumores de tamafio elevado (media de 3,77 cm) de acuerdo con la bibliografia
(233). La localizacion de la recidiva es relevante en referencia al prondstico, aunque en
nuestra serie no disponemos de la informacion, la bibliografia describe peores resultados en
caso de localizacidon pélvica frente a la recidiva a nivel vaginal (234).
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Por otro lado, 33,9% de las pacientes fallecieron durante el seguimiento. Entre las causas
cabe destacar que 22 muertes fueron debidas al CE mientras que 15 muertes presentaron
otras causas diferentes a la enfermedad. En la literatura estd descrito que dado las
comorbilidades y la edad media de la poblacién afectada por CE, una de las razones de
mortalidad distintas a la propia neoplasia mas frecuente es la de origen cardiovascular, sobre
todo en los estadios iniciales (235).

En el analisis de supervivencia univariante de las variables clinico-patoldgicas de la serie
estudiada; se asociaron con una menor supervivencia libre de enfermedad la histologia no
endometrioide, el grado histoldgico 3 y el estadio avanzado. Estos factores también se
identificaron como prondsticos sumados a la edad, el tamafio tumoral y la presencia de
recidiva en el caso de la supervivencia global. Especificamente en el tamano tumoral, se
identific6 una asociaciéon en el caso de la variable estudiada de forma continua
contrariamente a su estratificacion con el limite de 2 cm. Todos los factores identificados en
nuestro estudio han sido descritos en la bibliografia previamente como factores de riesgo
asociados a la recidiva o a la muerte en CE (236,237).

Las variables significativas en el estudio univariante se trasladaron al modelo multivariante;
donde destacé como factor independiente de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global el estadio tumoral avanzado. Estd ampliamente descrito que los
estadios avanzados al diagnéstico contribuyen de una forma fundamental en la recidiva y la
muerte relacionadas con el CE (234). Ademds, en el caso de la SG también se identifico la
asociacién con la edad, con el tamano del tumor superior a 2cm y con la presencia de
recidiva. En las mujeres que inicialmente se presentan con enfermedad en estadios iniciales,
pero experimentan una recurrencia, su supervivencia depende de la localizacién de la
enfermedad segun la bibliografia. La supervivencia general a los cinco afios se reduce al 55
% para las recurrencias pélvicas y al 17 % para las recurrencias extrapélvicas (238). Otros
factores prondsticos importantes en el CE son la presencia de invasion del espacio linfo-
vascular (239) y la proporcién de invasién del miometrio (240), que en el presente estudio
no se exponen dado que no se recogieron los datos para ninguna de las dos variables.

Una serie de mayor tamano y duracién permitiria realizar una representacion de la evolucion
tanto de la supervivencia libre de enfermedad como de la supervivencia global mas precisa.
Finalmente, en los proximos afios, la introduccién de marcadores moleculares en CE se
implementara en el diagndstico y clasificacion del CE constituyéndose como nuevos factores
prondsticos y desplazando probablemente a factores como el grado histoldgico que tienen
una variabilidad interobservador no despreciable (241,242).
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Si bien, la ultima clasificacion de la OMS (243) incluye en combinacidn caracteristicas
morfoldgicas, inmunohistoquimicas y moleculares de los tumores para evitar discrepancias,
hoy en dia ya se recomienda que la clasificacién molecular se describa sistematicamente en
los informes de anatomia patolégica (36). En nuestro centro hospitalario se estan realizando
esfuerzos para identificar la mejor combinacidon de marcadores moleculares que se utilizaran
en un panel diagndstico y prondstico para describir el impacto clinico de la incorporacion de
la clasificacion molecular en los informes de patologia de rutina (6/550 Genomic signatures
for the prediction of recurrence and metastasis in Endometrial Cancers, proyecto financiado
por Fundacié La Maraté de TV3 del Grupo de Oncologia Ginecoldgica y Peritoneal en el IIB-
Sant Pau).

2. Senalizacion adrenérgica y su valor pronostico en cancer de endometrio

Existen numerosos trabajos que describen que la sefializacion adrenérgica, a través de sus
neurotransmisores y los distintos subtipos de receptores adrenérgicos ejercen un papel
importante en la iniciacion y progresion en tumores sélidos como el cancer de mama, de
prostata, gastrico, melanoma o de colon, entre otros (180,244-247). Los valores de
expresion a nivel de proteina de los receptores ADRP se han reportado en diversos cadnceres
en un estudio de Rains et al. (176). Mecanismos como la angiogénesis, la inflamacidn, la
supresion de la inmunidad adaptativa, la inhibicién de la apoptosis y la resistencia a varios
farmacos estan regulados mayoritariamente por el subtipo ADRB2, pudiendo activar varias
vias moleculares carcinogénicas como las que afectan a MAPK, NFKB, Akt, HIF1a y Stat3
(135). Adicionalmente, la posible regulacion de ADRB2 por parte de las hormonas estrégeno
y progesterona (248) también descrita en cancer de mama hormono dependiente (249) hace
de este receptor una diana interesante de estudio en los canceres ginecolégicos. En cancer
de endometrio, no hemos encontrado estudios, a dia de hoy, que valoren la relevancia
prondstica de los receptores adrenérgicos.

La seleccidn de la metodologia utilizada para el estudio de la expresiéon de los receptores es
relevante; dado que puede determinar los resultados y es un punto clave para la
comparacion con otras series publicadas. Las muestras fijadas en formol e incluidas en
parafina representan una ventaja dado que permiten obtener informacion de la expresiény
localizaciéon de la proteina de estudio y permiten, ademads, que sean analizadas a largo plazo
cuando se pueden obtener datos de seguimiento y evolucion de las pacientes. A pesar de
eso, la obtenciéon de ARN y su preservacidn en muestras parafinadas es una limitacidon que
cabe tener en cuenta.
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El andlisis de expresién de ARNm evaluado por RT-gPCR es un método que permite la
cuantificacién masiva de genes con la extraccion de ARN. Probablemente por este motivo,
ha sido una herramienta utilizada frecuentemente para la investigacidon oncoldgica (250—
252). Contamos con factores como la normalizacién con genes de referencia que permiten
compensar las diferencias del material de las muestras. Su eleccién para el proceso de
normalizacion es de alta relevancia para poder comparar los niveles de expresion de cada
ARNmM. En nuestro caso dado que no se detectd la expresidon de los genes enddgenos en
todas las muestras parafinadas, se optd por un método alterativo que fue la normalizacion
global, asimismo éptimo para esta técnica.

En nuestro estudio, en el analisis realizado a partir de la expresion de ARNm de los ADR se
detectaron los subtipos de receptor ADRB1, ADRB2 y ADRPB3 en la mayoria muestras
analizadas, aunque a diferentes niveles de expresion y porcentaje entre ellos. ADRB2 fue el
Unico que se expreso en la totalidad de las muestras evaluadas (100%). Por la demostrada
implicacion que tiene en la progresion de distintos tipos de cancer, quisimos cuantificar
ADRPB2 a nivel de proteina y evaluar su capacidad prondstica en las pacientes con cancer de
endometrio.

En la literatura existe cierta controversia sobre qué pardmetro escoger para la cuantificacion
de la expresidn de los receptores catecolaminérgicos por inmunohistoquimica, como hemos
constatado realizando una amplia revisién de la bibliografia. No existe un consenso en los
diversos articulos. La gran mayoria de estudios utilizan métodos semicuantitativos para
medir la intensidad de la tincidén. En algunas ocasiones de evalla la propia intensidad de la
tincidn, mientras que en otras se mide el porcentaje de area tefiida (244,253). Por ejemplo,
Liu et al. (124) en carcinoma escamoso de lengua establece un ‘inmunoreactive score’
semicuantitativo valorado por tres patélogos de forma independiente, que se basa en una
puntuacion de intensidad (0-3) multiplicado por una puntuacion de proporcion de expresion
(0-4). A partir de la puntuacion final (0-12), escoge el valor 4 como el punto de corte para
dividir entre expresion baja y expresion alta. En el resto de los trabajos, el punto de corte a
partir de cuanto se define infraexpresidn, expresion positiva o sobreexpresién, tampoco esta
estandarizado. Al mismo tiempo, la cuantificacién digital, como la que hemos utilizado en
este estudio, es ampliamente utilizada en la bibliografia (254). A pesar de ello, no existe un
patrén definido, ni unos parametros de cuantificacion establecidos de ayuda a la
estandarizacion (255,256). Dong et al. (257) utiliza la media de la densidad éptima obtenida
de cinco campos de la preparacién con el programa Image J; y marca como punto de corte
la mediana de los valores obtenidos para definir alta y baja expresion. En nuestro estudio se
ha utilizado el andlisis digital cuantificando la sefal inmunohistoquimica con el programa
Image J, utilizado por un patélogo experto.
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Utilizando esta metodologia, el primer analisis consistié en evaluar la expresion del receptor
ADRB2 en nuestra serie de muestras tumorales y tejido endometrial sano. Los resultados
mostraron una reduccion significativa de la expresiéon de ADRB2 tanto para Intensidad como
H-Score en tumor. Estos resultados fueron consistentes a los obtenidos en el estudio inicial
realizado cuantificando la expresién por ARNm. El patrén de expresion celular de ADRB2 fue
predominantemente de membrana plasmatica, aunque también se identificd en el
citoplasma. Contrariamente, Rains et al. (176) reportaron datos de expresion mas elevada
en muestras tumorales endometriales que en tejido sano a nivel de expresiéon proteica. Una
posible explicaciéon a las diferencias podria deberse a una expresién diferencial de ADRB2
segun el subtipo histoldgico de cancer de endometrio, el cual no se especifica en su estudio.
Hasta lo que sabemos no existen otros estudios, que realicen esta comparacion
especificamente en cancer de endometrio.

En la literatura se dispone de numerosos trabajos, en otros tipos tumorales, que valoran la
expresion del receptor adrenérgico y lo relacionan con aspectos clinicos y su capacidad
prondstica. La pregunta principal es si la activacion de la sefializacién B-adrenérgica sobre el
cancer representa un fendmeno general o es especifica de ciertos tipos tumorales. En
algunos estudios se asocia la expresion de ADRB2 a un peor prondstico (124,244,249,258—
260). Por ejemplo, Ogawa et al. (246) publicé recientemente en cancer colorrectal, un
analisis de 147 pacientes donde la expresidn por inmunohistoquimica de ADRB2 representd
un factor de riesgo significativo e independiente para la recidiva y la mortalidad. A destacar
en su estudio, que los controles evaluados, asi como las muestras de casos diagnosticados
en estadios iniciales y adenomas no presentaron expresion del receptor adrenérgico. En
nuestro estudio, observamos expresién en tejido endometrial sano, tal y como también se
ha descrito en otros trabajos que evalian ADRP2 (102). Nuestros resultados difieren de
Ogawa et al. (246) en cuanto a la relacién del receptor en su expresién en tejido tumoral vs
no tumoral y en cuanto a la determinacidon como factor pronéstico, si bien el tipo tumoral es
diferente y posiblemente determinante.

Por otra parte, existen estudios que asocian la expresién de ADRB2 a resultados favorables
(261,262). Recientemente, en un articulo publicado en 2022 en cdncer de mama, en el marco
de un analisis post-hoc de un ensayo clinico (261), se han encontrado diferencias en la
expresion génica de ADRPB2, especificamente en el subtipo tumoral HER2 positivo. En este
estudio se incluyeron 944 pacientes con alta expresion de ADRB2 y 338 con baja expresiéon
del receptor. La alta expresidon se asocié a mayor supervivencia libre de enfermedad y
ademas se identificd que la adicion de trastuzumab a la quimioterapia mejord esta
supervivencia solo en aquellas pacientes con tumores que presentaban una alta expresién
de ADRB2.
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Se ha descrito que las hormonas sexuales pueden modular la via adrenérgica (117) y tanto
el cdncer de mama como el de endometrio tienen una clara influencia hormonal. Este hecho
plantea la posibilidad de que las variaciones hormonales (niveles de estrégenos vy
progestagenos) que el organismo de las pacientes sufre previamente y posteriormente a la
extirpacion ovarica en la cirugia de CE, pueda contribuir a la modificacion de la sefializacién
adrenérgica implicadas en la progresién tumoral (117). La descripcion de la interrelacién
inversa entre los estrégenos y remodelacién de las fibras nerviosas del SNS (116); representa
un campo de investigacion en el que continuaremos trabajando.

La revision de la bibliografia determind las variables clinicas a analizar en referencia a su
asociaciéon con la expresion de ADRB2. Por ejemplo, Bae et al. publicd que una expresiéon
menor de ADRP se relaciona con un patréon mas agresivo en cadncer gastrico, asociandose
con un mayor grado histolédgico y estadio tumoral y también con un ndmero superior de
metastasis linfaticas (253). En nuestro estudio, no se ha evidenciado ninguna asociacién
entre la expresion de ADRB2 y los parametros clinicos evaluados. Asimismo, se realizdé un
analisis de la asociacion entre la SLE y la SG con la expresion del receptor adrenérgico sin
obtener datos concluyentes ni significativos.

Por tanto, en la serie de pacientes analizada, el estudio de la expresidon de ARB2 no presenta
asociacion con las variables clinicas estudiadas en cancer de endometrio, a diferencia de
otros tipos tumorales.

Sin embargo, la investigacidn deberia proseguir en esta linea a varios niveles. Seria necesario
confirmar estos resultados con estudios a mayor escala y determinar, por otra parte, la
posible neuroplasticidad de la inervacién simpatica inherente al Utero y su implicacién en la
progresion tumoral en CE. Lo cual estaria justificado dado que existen multiples tratamientos
B-bloqueantes ya validados para otras patologias, que han mostrado efectos favorables en
la supervivencia en otros canceres ginecolégicos como el cancer de ovario (169). A nivel de
ensayos clinicos, el propranolol es el farmaco mas utilizado para experimentar en este
ambito (143). Aunque por el momento, en cancer de endometrio, los resultados utilizando
B-bloqueantes no parecen tener un efecto protector como expone Roque et al. (263) en un
estudio retrospectivo de 1964 pacientes diagnosticadas de EC. Hasta nuestro conocimiento,
este es el Unico autor que lo ha analizado. La complejidad de la respuesta de los tumores a
los B-bloqueantes en el cdncer permanece como un escenario variable, receptor-especifico,
tumor-especifico y con un nivel de evidencia disponible limitado, por este motivo aln no se
pueden extraer conclusiones (264). La realizacién de ensayos clinicos randomizados puede
determinar su beneficio terapéutico de una forma mas precisa.
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3. Senalizacion dopaminérgicay su valor pronodstico en cancer de endometrio

En los ultimos anos y a nivel experimental, la dopamina estd mostrando un papel relevante
en el cancer (265). Los receptores dopaminérgicos, que median su respuesta, se expresan
de forma diferencial en distintos tumores y cada tipo de cancer parece tener su propio
patrén de expresion. Al igual que noradrenalina y adrenalina, la dopamina, forma parte de
las catecolaminas liberadas en respuesta a la activacion del sistema nervioso simpatico en
contextos de estrés relacionados con la progresion tumoral (266). DRD2 se ha identificado
como sobreexpresado en tumores sensibles a estrés e incluso se ha descrito recientemente
su implicacién a nivel nuclear en la activacion de la via HIF1a por el cual media la progresiéon
tumoral (156). DRD2 esta implicado, ademas, en la angiogénesis relacionada con VEGF
(227,267) por lo que es un candidato a convertirse en una potencial diana terapéutica en
oncologia. Por su parte, DRD1 ha mostrado también un papel en la evolucién del cancer
(162). Ha sido estudiado principalmente en la neoplasia de higado y de mama. Su implicacién
es controvertida dado que puede actuar como marcador prondstico desfavorable
relacionandose su sobreexpresién con una menor supervivencia, pero a la vez también
podria actuar de forma inversa como un supresor de tumores en el caso especifico del
hepatocarcinoma (158,159,268).

La participacién de los DR en la progresion tumoral fue apoyada inicialmente por el hallazgo
de que pacientes que consumieron farmacos antipsicéticos simultdneamente a su
tratamiento antineopldsico mostraron una mejor respuesta clinica que aquellos que no los
tomaban (174,269). A partir de aqui y sumado a resultados obtenidos a nivel experimental
y el interés por una medicina personalizada y una terapia dirigida, la sefializacién
dopaminérgica se ha convertido en una oportunidad en la terapia contra el cancer debido a
su papel documentado sobre su implicacion en la progresion tumoral (270). Dado que existe
evidencia divergente en la influencia de la activacion de los receptores dopaminérgicos, se
ha sugerido que su papel podria ser tumor especifico (147), de forma similar a los receptores
adrenérgicos. El reciente trabajo de Wang et al. (162) demuestra la variedad de
polimorfismos y la diversidad de niveles de expresién de los DR en diferentes canceres.
Ademas, la interaccion entre los DR se complica por las diferencias en la afinidad del ligando
dentro de los miembros de las distintas subfamilias (271) y por el hecho, ademds, de que
cada receptor tiene propiedades farmacoldgicas diferentes (174,272). De aqui la relevancia
de estudiarlo de forma particular en cada tipo tumoral.

En nuestro trabajo, la posibilidad de determinar la expresion de ARNm de los distintos
subtipos de receptores dopaminérgicos en tejido endometrial sano y tumoral, permitié
describir un patrdn de expresion diferencial en los tumores de la poblacién analizada.
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En la mayoria de las muestras se detectaron niveles de ARNm para los receptores de la
subfamilia D1 con un porcentaje de 98% vy 92% para DRD1y DRD5, respectivamente. Su perfil
de expresion, que fue similar entre ambos, queda plasmado en el HeatMap. En el caso de
DRD2, que hasta el momento y segun la bibliografia representa el DR con mas potencial
prondstico y terapéutico (265), se expresd en el 62% de las muestras analizadas. DRD3 y
DRD4 no presentaron expresion en las muestras tumorales, si bien, en la bibliografia se
reporta una sobreexpresién en glioblastoma y en leucemia mieloide aguda, respectivamente
(270) y hasta lo que sabemos, no se ha descrito expresiéon en tumores solidos a nivel
periférico.

Dado la relevancia de DRD2 vy el posible papel que se entrevé de DRD1, se escogieron estos
receptores para evaluar por inmunohistoquimica su expresién proteica y su capacidad
prondstica. En el estudio inicial en nuestra serie de pacientes, los resultados de la evaluacién
IHQ mostraron una reduccion significativa de la expresion de DRD1 en tejido tumoral, en
comparacion con el tejido sano. Estos resultados son consistentes con otros tipos tumorales,
tal y como se reporta en el trabajo publicado recientemente por Rosas-Cruz et al., 2022, en
el que se describe la infraexpresion génica de DRD1 en muestras de tejido tumoral de cancer
de mama, pulmodn, glioblastoma, hepatocarcinoma y colorrectal comparado con su
correspondiente tejido sano obtenido de bases de datos publicas (TCGA) (270). En este
articulo no se dispone de informacion para CE. En nuestra serie de pacientes, los niveles de
expresion proteica de DRD2 no mostraron diferencias entre tejido tumoral y tejido sano, a
pesar de que existe una tendencia a una mayor expresion en la muestra tumoral, tal y como
se describe en la bibliografia (186). En referencia al patrén de expresién celular de DRD2, se
ha identificado a nivel de membrana plasmatica y de citoplasma, similar a lo descrito en la
bibliografia para otros tipos de cancer (162), aunque en algunos estudios DRD2 también ha
sido identificado en el nucleo en células de CE (156). La importancia de describir el patrény
el nivel de expresion son clave para la eficacia de los agonistas o antagonistas de los DR. El
nivel de expresién de DR parece depender no solo del subtipo tumoral sino también de la
etapa de desarrollo tumoral y es un factor determinante para la respuesta terapéutica (162).

Igual que en el caso de ADRPB2, realizamos el andlisis de la asociacion entre la expresion de
los DRy los pardmetros clinico-patoldgicos. En referencia a DRD1, se evaluaron la histologia,
el grado histoldgico, el tamafio del tumor y el estadio por haberse hallado previamente
algunas relaciones en la bibliografia (158), sin embargo, tan solo se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en el tamafio tumoral. El tamafio tumoral como factor
prondstico estd en discusion en la literatura (273), motivo por el cual también se decidié
introducirlo en el andlisis. En nuestro estudio, los tumores con un tamafio menor o igual de
dos centimetros presentaron una mayor expresion del receptor dopaminérgico.
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A continuacidn, realizamos un subandlisis frente a la variable estadio dividida en los distintos
grupos segun la clasificacidén FIGO. Los resultados, mostraron de nuevo que las pacientes con
un estadio inicial de la enfermedad presentaban tumores con sobreexpresion del receptor
DRD1 en comparacién con las pacientes en estadio IV o avanzado.

En la literatura el papel de DRD1 en cancer es controvertido y cada vez mas las opiniones se
dirigen a favor de un amplio espectro de vias de actuacion cancer dependiente igual que
ocurre para otros DR como DRD2. Los estudios del papel de DRD1 se han centrado sobre
todo en cancer de mamay en cancer de higado (158,268). Hasta nuestro conocimiento, no
existe informacion especifica de su patrén de expresion en cancer de endometrio y nuestros
resultados son los primeros aportados en este sentido. En el cancer de mama, la
sobreexpresién de DRD1 correlaciona con la ausencia de receptores hormonales, tumores
HER2 positivos, mayor grado histoldgico, mayor estadio tumoral y con una menor
supervivencia libre en enfermedad y baja supervivencia global (160). Se han realizado
multiples estudios in vitro e in vivo para evaluar el efecto de agonistas del receptor DRD1
como fenoldopam en monoterapia o en combinacidon con otros farmacos como sunitinib
(157,158,160). En hepatocarcinoma se ha descrito un papel relevante de DRD1 asociado a
un incremento en la sintesis y liberacién de dopamina actuando a nivel de crecimiento
tumoral y la formacién de metastasis mediante la regulacion de la via cAMP/PI3K/AKT/CREB
en un estudio en lineas establecidas de este tipo de neoplasia; reportando asimismo un peor
prondstico en los pacientes con sobreexpresion del receptor (268). Contrariamente Wang et
al. (159) ha publicado resultados en otro sentido en este mismo tipo tumoral, acerca de una
expresion menor de DRD1 en muestras de hepatocarcinoma vs tejido sano asociado con un
prondstico desfavorable. Similar a los obtenido en nuestra serie de pacientes en referencia
a la asociacion con parametros clinico-patolégicos como el tamano tumoral o el estadio. En
resumen, a pesar de que DRD1 puede representar un marcador o una diana interesante en
algunos tipos tumorales, su papel queda pendiente de definir dado que actualmente los
datos disponibles son limitados.

Por otra parte, la asociaciéon entre la expresion de DRD2 y los parametros clinico-patolégicos
muestra una relacion diferente a la observada para DRD1. Equiparable a lo descrito por otros
autores (183); la histologia del carcinoma no endometrioide asi como los tumores con grado
histoldgico 3 presentaron una expresion superior de DRD2 en comparacion a sus categorias
contiguas, que fue estadisticamente significativa, mostrando una asociacién positiva entre
la expresion de DRD2 vy las variables relacionadas con peor prondstico. En el pardmetro
Intensidad, también se observd esta asociacion con el tamafio del tumor.
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La definicion de un punto de corte oOptimo de la expresion de los receptores
catecolaminérgicos no consta como consensuado en la bibliografia. Asi, se establecié un
posible valor de expresion que indicara un prondstico significativo en la poblacion estudiada
a partir de un algoritmo estadistico. El analisis univariante de supervivencia libre de
enfermedad y global para la expresién de DRD1 no establecid ninguna conclusion a destacar.
Sin embargo, DRD2, mostrd una posible asociacidn entre la sobreexpresion del receptor en
tejido tumoral y una menor supervivencia tanto libre de enfermedad como global. Este es
un dato relevante a nivel clinico y que ademas va en concordancia con la asociacion de DRD2
a las variables clinico-patoldgicas descritas previamente por otros autores (183).

La obtencién de factores clinicos prondsticos y de resultados relevantes en la expresion de
DRD2 en el andlisis univariante ofrecié la posibilidad de disefiar un modelo multivariante
para determinar si alguno de estos factores constaba de independencia como factor
prondstico. Ademas de las variables clinico-patoldgicas de la serie de pacientes analizadas,
debemos destacar que la sobreexpresion de DRD2 también se mostré como un factor
prondstico independiente en nuestra serie analizada.

Dado que DRD2 ha sido mas ampliamente estudiado en otros tipos tumorales, hemos
revisado su papel para comprender su implicaciéon en el CE. Los estudios actuales han
demostrado funciones contrarias de DRD2 en varios tumores soélidos. Uno de los
mecanismos principales del efecto tumor-supresor de la dopamina se ha asociado con una
disminucién de la angiogénesis, el cual se ha evaluado en modelos animales de cancer de
colon y de mama (227,267). En el mismo contexto, se ha descrito expresién de DRD2 en las
células endoteliales de tumores humanos (274). Por otro lado, en modelos xendgrafos de
cancer de pancreas, se ha demostrado una inhibicién del crecimiento tumoral utilizando
antagonistas de DRD2 (149). La sobreexpresion de DRD2 en cancer de mama, de eséfago y
urotelial se ha asociado a progresion de la enfermedad (275-277). En cambio, la existencia
de polimorfismos responsables de la expresiéon reducida de DRD2 se ha asociado al
desarrollo de cancer colorrectal y a la recurrencia de los adenomas (278,279). Otros estudios
también describen una reduccién de la proliferacién, mediante la inhibicién de la via de
sefializacion de NF-kB en relacién al efecto de la dopamina a través de los receptores DRD2
en cancer de pulmén de células pequefias en modelos in vitro e in vivo (280). En global, existe
multiple informacién especificamente de DRD2 que confirma que su via de accidn y su
modulacion es tumor dependiente y posiblemente también pueda ser influenciada por otros
factores sistémicos.
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Los estudios a nivel terapéutico en CE con moléculas dirigidas a los receptores
dopaminérgicos se han centrado por el momento en el subtipo de carcinoma de tipo seroso,
dado su particular agresividad. Recientemente, se han publicado resultados tanto
experimentales como clinicos (183,184,186,281-283) (NCT03485729; NCT03394027),
utilizando las moléculas ONC201 y ONC206 descritas como antagonistas de DRD2, con
resultados prometedores tanto si son administrados en monoterapia como asociados a
otros agentes citotdxicos como paclitaxel.

Fang et al. (184) define que la molécula ONC201 exhibe actividad antitumoral en células de
cancer de endometrio seroso humanas mediante la inhibicidn de la proliferacion celular, asi
como la induccion de apoptosis independiente de p53. A nivel molecular, el tratamiento con
ONC201 se asocié con la inhibicion de las vias AKT/mTOR y MAPK y la activacion de
TRAIL/DR5/caspasa 8 y caspasa 9/3 asi como de vias apoptéticas mediadas por PARP en
células de CE tipo seroso. Los experimentos in vitro mostraron que la molécula ONC201 es
un antagonista competitivo directo de DRD2 y DRD3 (185), que median el efecto de la
dopamina a través de la subunidad Gui/o Yy €l control de las vias criticas de senalizacion de
estrés y pro-supervivencia celular que estan mayoritariamente desreguladas en los tumores
(284).

El reciente estudio de Prabhu et al. (281) investiga la expresién de los receptores DRD2 y
DRD5 en cancer en general y su influencia en la sensibilidad de la célula tumoral para
ONC201. Entre sus resultados, incluye muestras de CE (n=32) sometidas a analisis
inmunohistoquimico con deteccion del porcentaje de darea tenida, ademas de una
comparacion con datos de TCGA. En varios tipos tumorales observa que los niveles elevados
de DRD2 presentan una supervivencia global relativamente inferior, destacando entre ellos
el CE. Por tanto, estos resultados irian en concordancia con el estudio de supervivencia
realizado con nuestra serie de pacientes.

El trabajo de Pierce et al. (183), publicado en 2021, es el estudio mas reciente sobre el papel
de DRD2 como diana terapéutica especificamente en CE. Este estudio salid a la luz durante
el analisis de resultados de esta tesis doctoral y se basa en el anilisis del efecto antitumoral
del compuesto ONC201 en células de CE y en un modelo animal transgénico de CE. Su uso
demuestra beneficios experimentales tanto a nivel de CE seroso como endometrioide. La
cohorte estudiada incluyd 118 pacientes con subtipos endometrioide y seroso de CE, que es
muy similar a la de nuestro trabajo (n=109). Mediante la evaluacién inmunohistoquimica y
el andlisis H-Score en muestras tumorales, concluye que el aumento de la expresién de DRD2
se asocia significativamente con el grado del tumor, el estadio y |a histologia serosa. Ademas,
la expresion de la proteina DRD2 se asocio significativamente con la SLE y la SG.
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En el mismo trabajo, se utilizé la base de datos TCGA (N = 371 tumores endometriales) para
obtener informacién adicional. La expresion de DRD2, a nivel de ARNm, fue mayor en el tipo
seroso que en el endometrioide y en el subtipo de alto nimero de copias en comparacién
con los otros subtipos de la nueva clasificacion molecular (35). El subtipo molecular con alto
numero de copias incluye un 25% de tumores endometrioides de alto grado ademas de los
subtipos histoldgicos serosos. La relacion descrita en este articulo con la expresién de DRD2
y su posible implicacion en tumores de comportamiento agresivo, representaria una
estrategia terapéutica relevante. Pierce et al. pasd a ser el primer estudio que ha
demostrado la correlacidén entre los niveles de expresion de DRD2 vy las variables clinicas y
patoldgicas en tumores humanos de CE. Estos resultados, se asemejan a los nuestros,
pudiendo concluir de nuevo que la sobreexpresién de DRD2 se asocia significativamente al
subtipo seroso de CE, al grado tumoral 3 y a una peor supervivencia global y libre de
enfermedad.

Hu et al. (186), publicé en 2020 un estudio acerca del efecto de Imipridona ONC206 en el
tratamiento del cancer de endometrio tipo seroso como alternativa para los tumores
ONC201-resistentes. La experimentacién englobd datos de pacientes, ensayos in vitro de
lineas establecidas de células de CE y de modelos xendgrafos generados partir de la linea
celular ARK1. En el analisis de datos de TCGA ARN-seq define que la expresion de ARN de
DRD2 es significativamente mayor en el subtipo seroso que en el endometrioide tal y como
muestra nuestro analisis en la tabla de factores clinico-patologicos. Ademas, realiza una
determinacién de los niveles de ARNm de DRD2 en su propia cohorte de pacientes viendo
una sobreexpresion significativa del receptor dopaminérgico en las muestras del subtipo
serosos en comparacién con el subtipo endometriode e incluso en tejido endometrial sano.
Por dultimo, la alta expresion de DRD2 se asocid significativamente con una menor
supervivencia de las pacientes con CE del tipo seroso sugiriendo a DRD2 como un factor
prondstico.

A pesar de la extensa literatura que demuestra la implicacion de la sefalizacion
dopaminérgica en la progresion tumoral a nivel clinico, la escasa informacién sobre los
mecanismos moleculares implicados en el efecto es una limitacion. Por este motivo creemos
en una metodologia de trabajo transversal basada en la medicina traslacional; en la cual se
analicen paralelamente los datos clinicos de las pacientes en combinacién con
experimentacién in vitro e in vivo para investigar cuestiones aun pendientes en la
fisiopatologia del CE. Los esfuerzos deben ir dirigidos a identificar aquellas pacientes con
mayor riesgo de presentar cancer, especificamente con un patrén agresivo y saber cudles
son lo que responderdn a una posible terapia dirigida.
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4. Caracterizacion del sistema catecolaminérgico en modelos animales

Existen una gran variedad de modelos preclinicos de cancer de endometrio disponibles
(207), particularmente los modelos animales murinos se han establecido en esta neoplasia
tanto a nivel del estudio de la progresién tumoral como de ensayos terapéuticos (204).
Destacan entre ellos los modelos xendgrafos derivados de pacientes o PDX dado su
capacidad para traducir la complejidad del tumor original (206). Sus caracteristicas los hacen
un modelo dptimo para la investigacidn traslacional en cancer y para la experimentacion de
hipotesis como la estudiada en este trabajo.

Nuestros modelos denominados END 17 y END 19 se generaron en la cepa Swiss Nude, que
es adecuada para investigacion en CE (208,285), a partir de la inoculacidon ortotdpica de
fragmentos de tumor de dos pacientes diferentes.

En referencia al sitio de implantacion tumoral, la localizacion mas comun en la bibliografia
es a nivel subcutaneo. Aun vy asi, cabe destacar que la implantacion ortotdpica, en el caso
del CE en el utero, reproduce de forma mas precisa el tumor original ya que crece en un
microentorno fisioldgico favoreciendo la aparicion de lesiones metastasicas (206). En la
bibliografia, se ha descrito una tasa de implantacion subcutanea alrededor del 60-80%
mientras que a nivel ortotdpico oscila entre 75-90% (206). En nuestros resultados, la tasa de
implantacion en la inoculacidon transmiometrial ha sido la esperada; alcanzando un 85% de
media entre el modelo END 17 y el modelo END 19. Cabrera et al. (208), describid resultados
poco 6ptimos en la técnica de inoculacidn via vaginal con tasas de implantacion endometrial
bajas, de alrededor del 20% en comparacion con la via transmiometrial que fue del 90% en
el modelo derivado de tejido tumoral. En este trabajo intentamos mejorarlo colocando un
tapodn vaginal de material estéril para mantener el fragmento tumoral un tiempo suficiente
hasta la implantacién, dadas las ventajas que suponia este tipo de implantacién por ser una
via menos invasiva y rapida. A pesar de eso, la tasa de implantacion no fue exitosa en ningln
animal, motivo por el cual podriamos concluir que con nuestro procedimiento tampoco
hemos conseguido una implantacion tumoral dptima. Esto puede ser debido a que se
requiera otro tipo de abordaje o instrumental para traspasar el cérvix y depositar el
fragmento mas profundamente dentro del endometrio.

Las muestras de tumor extraidas de pacientes se criopreservaron previamente a la
implantacion, la cual se realizd un dia diferente al de su obtencion. A pesar de que la
bibliografia describe mejores tasas de implantacién en muestras en fresco, estudios
recientes como el de Bonazzi et al. y Shin et al. (285,286) utiliza este tipo de aproximacién,
al igual que en nuestro estudio, con resultados dptimos.
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Por otra parte, es conocido que varios factores como la histologia, el tamafio del fragmento
o el tipo de implantacién pueden afectar la ratio de implantacion (287). Por ejemplo, en un
estudio reciente, se reporta una implantacién exitosa en tumores con grado histolégico 2 o
3 en detrimento de tumores con grado histolégico 1 (286). Esta informacion también se
confirma por Shin et al. (285) que define que la tasa de implantacién depende del grado
tumoral (285). Los tumores END 17 y END 19 presentaban ambas caracteristicas histoldgicas
acorde a un patron agresivo, tratdndose de un CE endometrioide grado 3 y un CE seroso
definido cldsicamente también como grado 3. Esta puede ser la razdn de la 6ptima tasa de
implantacion. Su seleccion como muestras para el experimento se debid a que representan
tipos histoldgicos prevalentes en la poblacion y que sus caracteristicas hacian predecir que
originarian un patrén de diseminacion metastdsica adecuado para el estudio.

La monitorizacién de los modelos animales supone un reto mayor y ademas un factor
interesante a nivel de descripcion de la historia natural de la patologia y el uso de estos
modelos en la evaluacién de compuestos antitumorales en ensayos preclinicos. En el caso
de los PDX ortotépicos los métodos de seguimiento mas utilizados son el indice de palpacién
o bien la técnica de imagen. Entre ellas, destacan por ejemplo la Resonancia Magnética, un
método adecuado para la evaluacion in vivo del volumen y localizacién tumoral, aunque es
una técnica que requiere una gran infraestructura y es costosa. La Ecografia Transabdominal
por su parte, no es invasiva y es de facil manejo, aungue no existe una buena correlacién
entre el diametro tumoral por imagen y el tamano final real (208). Existen otras técnicas mas
complejas como la descrita por Haldorsen et al. (197) basada en una imagen multimodal
asociando PET y TAC. En nuestro caso, se ha utilizado el indice de palpacion dado que no se
trataba de un ensayo a nivel farmacolégico y para los objetivos del trabajo era un método
apropiado.

El tiempo de crecimiento, estimado indirectamente por el indice de palpacién y el peso final
del tumor tras la necropsia presenté valores superiores en el modelo generado a partir de
END 17. Concretamente, a los 30 dias de la implantacion, el modelo END 17 alcanzé
practicamente el valor maximo del indice de palpacidn, definido como 3. En la red ENITEC,
gue comparte una cohorte de modelos PDX de EC originados de 124 pacientes, se describe
un rango de crecimiento del tumor entre 2-5 meses hasta disponer de un tumor palpable y
transferible, aunque se analizan implantaciones tanto heterotdpicas como ortotdpicas
(206). El patréon de diseminacién tumoral del modelo END 17 fue principalmente por via
linfatica, presentando focos tumorales a nivel pélvico y paraadrtico ganglionar, al igual que
se observa en pacientes (288). También se detecté carcinomatosis peritoneal en el 40% de
los animales positivos en tumor primario, probablemente determinado por el patrén
histoldgico que lo caracteriza.
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En menor porcentaje observamos diseminacion hematdgena, principalmente pulmonar, en
los dos tipos de modelos ortotépicos, muy similar a lo descrito en la bibliografia para otros
PDX de CE (208). Como dato de correlacidon con una serie de pacientes, la metastasis a nivel
pulmonar es la diseminacién a distancia mas comun en CE (289). Entre los dos modelos
estudiados, END17 representd la patologia a nivel local y mostré una mayor carga tumoral
diseminada asociada a una supervivencia menor reproduciendo las fases de desarrollo
tumoral por completo.

La validacién para demostrar el paralelismo entre el tumor del paciente y el tumor obtenido
del modelo animal se realizé mediante histologia e inmunohistoquimica, como en la mayoria
de los estudios con modelos PDX (287). Otros autores, sin embargo, utilizan la expresién
génica de las mutaciones presentes en los tumores del paciente y los tumores generados en
los modelos PDX (195,209). En nuestro estudio, se pudo comprobar la persistencia de las
caracteristicas del tumor primario original a partir de la expresién inmunohistoquimica de
marcadores moleculares relacionados con el CE que se determinan habitualmente en la
practica clinica, los genes reparadores del ADN (MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6), los receptores
hormonales y la expresién de p53 (99,100). En un estudio interesante publicado en 2022,
Bonazzi et al. generé modelos representativos de los cuatro subtipos moleculares de EC
(33,286), lo que posibilita testar y evaluar la respuesta de multiples tratamientos biolégicos
in vivo.

Nuestro estudio, hasta nuestro conocimiento, es el primero que determina la expresion de
receptores catecolaminérgicos en modelos PDX de CE. Se ha seguido el esquema del analisis
en las muestras de la serie de paciente con CE. En primer lugar, en la comparacion entre el
tejido endometrial sano y el tumor, se ha evidenciado un patrén destacadamente variable
entre los dos modelos y los propios receptores. En concordancia con los datos de la serie de
pacientes, DRD1 se expresa de forma superior en el tejido endometrial sano en comparacién
con el tejido tumoral en END 19 y en END 17. Cabe destacar el hecho de la expresion elevada
de ADRB2 en muestra tumoral con respecto a los datos clinicos de pacientes en el caso de
END 17. Se ha descrito que los niveles en el estrégeno circulante pueden influir en la
inervacién simpatica uterina provocando una rapida degeneracion de los axones terminales
simpaticos en el Utero y variando los niveles de NA (116,187). El control de los niveles
hormonales y el estudio de esta neuroplasticidad en el modelo END17 seria fundamental
para entender los resultados obtenidos. En referencia a DRD2 destaco su expresion superior
a nivel tumoral en el mismo modelo. Paralelamente, se ha identificado una menor
supervivencia del modelo generado a partir de END 17, por lo que se ha completando el
analisis del mismo parametro segun la expresion de cada receptor.
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Como en el caso de la serie de pacientes, se ha determinado un posible punto de corte
prondstico que permite dividir los animales en dos grupos; aun y asi no se ha podido definir
una asociaciéon de la sobreexpresion de ningun receptor valorado con la supervivencia del
modelo END 17. Finalmente, se ha demostrado la persistencia de las mismas caracteristicas
de expresion de los receptores catecolaminérgicos del tumor primario en el tumor originado
en los dos modelos PDX. Este hallazgo es relevante dado que reafirma la representatividad
de estos modelos para poder proseguir la investigacién de las posibles vias moleculares
afectadas en CE y ensayar terapias dirigidas a los receptores catecolaminérgicos.

En el estudio, nos hemos centrado en la expresion a nivel tumoral pero la interaccion de las
células tumorales con el sistema inmune es un campo a investigar en el CE (118). Ademas,
se han descrito receptores catecolaminérgicos en las células inmunoldgicas y del estroma
tumoral (147). El impedimento con los modelos PDX, inmunodeprimidos por definicion, es
conocido; por tanto, una posible solucidon para poder estudiar la interaccidon entre las
diferentes células del microambiente tumoral es la utilizacion de ratones humanizados
(290).

Dado que los modelos PDX necesitan unas condiciones de optimizacion y conllevan una gran
cantidad de recursos y tiempo de ejecucion (291), la opcidon de formar parte de redes
colaborativas nacionales o internacionales permitird compartir conocimiento y modelos ya
generados, como los nuestros y avanzar de una forma éptima en la investigacidn traslacional
en oncologia.

5. Estudio de la neuromodulacion de DRD1 y DRD2 en la proliferacion celular
in vitro

Paralelamente a la valoracion de la serie de pacientes y a la experimentacion in vivo; hemos
estudiado el efecto de la exposicidn a los neurotransmisores sobre la proliferacion celular
en las lineas tumorales de CE, asi como el efecto de la neuromodulacién con agonistas y
antagonistas dopaminérgicos selectivos.

Las lineas celulares derivadas de paciente establecidas en cultivo y comerciales, permiten la
estandarizacion de las condiciones de trabajo y han sido utilizadas ampliamente en
experimentacién en cancer de endometrio (201). HEC1A y AN3CA han sido escogidas en
nuestro estudio por ser lineas tumorales representativas de CE y por disponer de numerosa
informacién en literatura. AUn y asi, permanecen cuestiones no resueltas como la
clasificacién de la linea HEC1A como CE tipo | o tipo .
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Descritas como ambos tipos en la bibliografia (201), este es un problema que puede quedar
obsoleto dado la confirmada tendencia al cambio de la clasificacion de esta neoplasia (35).
El hecho de que las lineas celulares HEC1A y HEC1B presenten diferentes fenotipos de IMS
(Alta y baja respectivamente) y que las dos fueran aisladas del mismo paciente, demuestra
gue la informacién relacionada con la heterogeneidad intratumoral no puede ser mantenida
in vitro estableciendo tan solo una linea celular del tumor (204). A pesar de eso, se conoce
gue se mantienen algunas de las alteraciones moleculares mas relevantes en la oncogénesis
como las localizadas en PI3K/Akt, PTEN o KRAS segun las investigaciones de Weigelt et al. y
de Oda et al. (203,292).

En la bibliografia, la noradrenalina y la adrenalina se relacionan con la proliferacién de las
células tumorales (293). En los ultimos afios, la investigacion ha aclarado los mecanismos
moleculares responsables para los efectos activadores de NA y A dentro del microambiente
tumoral sobre la tumorogénesis y la formacion de metastasis. Mayoritariamente a través de
los ADRB, que se expresan tanto en las células tumorales como en las células del estroma
tumoral (122,135). Sin embargo, cabe sefialar que el efecto de NA y A en los procesos
relacionados con la proliferacidon no es general en todo tipo de canceres.

Especialmente en el cancer de mama, el efecto pro-proliferativo o anti-proliferativo parece
depender del modelo experimental de cancer utilizado y el subtipo de receptor adrenérgico
implicado (294,295).

En el ensayo in vitro, inicialmente se evalud la expresion génica de los neuroreceptores de
las lineas celulares. Entre los receptores catecolaminérgicos analizados, ADRB2, DRD1 vy
DRD5 presentaron expresion génica en HEC1A y ANC3A, mientras que DRD2 tan solo se
detectd en HEC1A. Por otra parte, AN3CA expresé DRD4. En la bibliografia, la expresién de
DR estd descrita en diferentes lineas tumorales de CE (183). En nuestros ensayos, ambas
catecolaminas mostraron un efecto proliferativo dosis-dependiente en la linea tumoral
AN3CA, siendo menos efectiva en la linea HEC1A. Contrariamente, la exposicién a dopamina
resulté en una reduccién de la proliferaciéon en ambas lineas celulares tal y como esta
descrito en la bibliografia en varios tipos tumorales (270).

La disponibilidad de multiples farmacos moduladores de dopamina dirigidos a los diferentes
DR, ha hecho que, aun y desconociendo el preciso funcionamiento de los mecanismos
implicados en las vias de sefializacion en cancer, multiples agentes hayan sido aplicados en
experimentacién para identificar sus efectos. En el review publicado en 2022 por Grant et al.
se recogen los mecanismos descritos hasta el momento por parte de diferentes
componentes dirigidos a DRD1 y a DRD2 en modelos preclinicos y ensayos clinicos en
diferentes tipos de cancer (265). A pesar de que en el articulo no constan datos referentes a

uUnB 151

Universitat Autonoma
de Barcelona



DISCUSION

CE, se obtiene informacién clave como que las via de sefializacion por la cual el efecto
antitumoral incide mas frecuentemente incluyen cAMP/PI3K/AKT y MAPK/ERK (296). La
complejidad asociada entre un efecto tejido-dependiente que comprende multiples dianas
o receptores, que a la vez son dindamicos, hace que se requieran mas estudios
experimentales para describir el papel de la modulacién de dopamina aplicable en terapia
oncolégica. En este sentido, por ejemplo, existen progresos a nivel de metodologia para
precisar la relacién funcional entre los heterodimeros formados por DRD1 y DRD2 y su
respuesta a diferentes niveles fisioldgicos de dopamina (297).

En nuestro estudio, el resultado mas destacable de los ensayos con agonistas y antagonistas
dopaminérgicos proviene del antagonista de DRD2 domperidona, que redujo un 90% la
proliferacién en ambas lineas celulares y del agonista de DRD1 fenoldopam que mostré una
reduccion del 40%. El hecho de mostrar de forma independiente y opuesta una inhibicién
sobre la proliferacion celular en las lineas HEC1A y AN3CA, nos permitié evaluar una
novedosa estrategia terapéutica. Esta consistid en la combinaciéon de ambos efectos,
agonismo DRD1 y antagonismo DRD2, que resulté en una mayor reduccion de la
proliferacién celular obteniendo por tanto resultados muy favorables en la linea AN3CA, que
es la que presenta mayores niveles de expresion de los receptores dopaminérgicos. En la
revision bibliografica realizada, no se han identificado estudios en CE que apliquen la
alternativa terapéutica basada en la sinergia entre dos compuestos en experimentacioén in
vitro.

Fenoldopam inhibe la proliferacion celular, reduce la activacion de AKT/IGF-1 en las células
tumorales y anula el crecimiento de las células de musculo liso endotelial inducido por IGF-
1, decisivo para la angiogénesis, en experimentacion in vitro (298). Por su parte,
domperidona, ha sido estudiada como terapia combinada con otros agentes en la induccién
de la muerte de células tumorales (299). La nueva estrategia terapéutica basada en la
combinacion de moléculas, permite abordar simultdneamente dos posibles dianas claves en
la progresion tumoral, tratdndose de una planteamiento atractivo a la vez que desafiante.
Ademas, la terapia sinérgica esta descrita como una herramienta para disminuir la
resistencia a farmacos (300). Por ultimo, cabe destacar que tanto fenoldopam como
domperidona estan establecidos a nivel clinico con indicaciones diferentes a la terapia
antitumoral. El desarrollo de farmacos es un proceso que consume tiempo, dinero y recursos
sin garantia de éxito, incluso con moléculas en etapa tardia. Por tanto, una forma elegante
de eludir algunos de los obstaculos mencionados es la reutilizacion de medicamentos fuera
de su indicacidén inicialmente prevista. El analisis de la implicacidn clinica de las biomoléculas
permite aplicar los conocimientos en el disefio de sinergias terapéuticas aplicables en
oncologia como ha quedado ejemplificado en este trabajo.
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6. Limitaciones del estudio

Las limitaciones de este trabajo son en primer lugar, el tamafio de la muestra de la poblacion
de estudio, la naturaleza retrospectiva de la serie y la obtencién de muestras de pacientes
en diferentes anos, lo que conlleva diferentes periodos de seguimiento en cada paciente.
Probablemente una cohorte de estudio mas homogénea en el tiempo, de mayor volumen y
con una determinaciéon de la mortalidad especifica por neoplasia habria permitido tener
unas caracteristicas clinico-patoldgicas mas representativas de la poblacion general.

A nivel técnico, el uso de material parafinado para evaluar la expresiéon del ARNm por TLDA
puede condicionar los resultados. El método de aislamiento de ARN podria verse afectado
por su degradacion en muestra antiguas, aunque el proceso de normalizacion aplicado en el
estudio compensa la limitacion.

Como limitacidn general al uso de los modelos xendgrafos derivados de paciente podria
ocurrir que a pesar de que las caracteristicas histolégicas y moleculares del tumor inicial se
mantienen, incluyendo la heterogeneidad tumoral, al implantar una reducida muestra de
tumor podria existir una pérdida de informacién histolégica o molecular del paciente que no
sea inoculada en el ratén.

Otra limitaciéon del estudio y sobretodo con el posible uso del modelo END17 para el estudio
de la implicacién adrenérgica en la progresiéon tumoral, es el hecho de que se ha descrito
gue los niveles en el estrégeno circulante influyen en la inervacidon simpatica uterina. El
control de los niveles hormonales seria fundamental para el estudio de esta sefalizacion en
este tipo de modelos PDX.

7. Aportaciones del estudio y lineas futuras

En primer lugar, el estudio ha permitido definir la implicacién especifica de los receptores
catecolaminérgicos ADRB2, DRD1 y DRD2 en la evolucion clinica de una serie de pacientes
con cancer de endometrio. Los resultados no han sido concluyentes para ADRB2 a nivel
prondstico, mientras que DRD1 ha sugerido una posible relacion inversa con dos factores
clinico-patoldgicos asociados a mal prondstico. En referencia al receptor dopaminérgico
DRD2, se ha identificado como factor prondstico independiente en la serie analizada. Cabe
destacar que cumple las caracteristicas con las que los factores prondsticos deben basarse;
se trata de un biomarcador asequible, de disponibilidad universal y reproducible.
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La corroboracién en este estudio de su doble papel prondstico y como diana terapéutica
permitiria dividir los pacientes desescalando el tratamiento o adaptando el seguimiento en
aquellos con menor riesgo de recurrencia y por el contrario, intensificando la terapia dirigida
en los pacientes de alto riesgo. Por otra parte, el desarrollo de un modelo xendgrafo
derivado de paciente que reproduce la progresion tumoral y la diseminacidon metastasica
propia de las pacientes con CE; asociado por primera vez segun nuestro conocimiento, a la
caracterizacion del patréon de expresién de los receptores catecolaminérgicos, ha generado
un modelo experimental que se puede utilizar en la validacion futura de resultados clinicos.
Por ultimo, la interaccion de DRD1 con DRD2 ha evidenciado en la experimentacién in vitro
un posible efecto antiproliferativo sinérgico entre los dos tipos de familias de receptores de
dopamina que representa una estrategia terapéutica a seguir evaluando.

Desde la informacidn extraida del presente trabajo, creemos que las lineas de investigacion
futuras deberian basarse en varios objetivos:

-Explorar los patrones de expresién de DRD1 y DRD2 en diferentes etapas del desarrollo de
la enfermedad y diferentes subtipos de tumor definidos por la nueva clasificacién molecular.

-Estudiar la capacidad antitumoral y las vias de sefializacion implicadas en el agonismo DRD1,
el antagonismo DRD2 y su combinacidn en ensayos in vitro. Evaluar, ademas, la capacidad
antitumoral y antimetastdsica de los distintos tratamientos en modelos preclinicos de CE asi
como los mecanismos moleculares subyacentes para poder plantear el reposicionamiento
de farmacos en esta patologia.

-Definir con precisidon el patréon de expresién especifico de DRD1 y DRD2 en diferentes
subpoblaciones de células tumorales, como las células madre tumorales y su
neuromodulacién poder dirigir opciones terapéuticas de forma mas precisa a esta poblacién
tumoral.

-Estudiar el patron de expresion especifico de DRD1 y DRD2 en diferentes subpoblaciones
de células estromales, como las células del sistema inmune y su neuromodulacién para
poder crear nuevas estrategias terapéuticas que incluyan todo el microambiente tumoral.
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ARPB1, ARB2 y ARB3 se expresaron a nivel de ARNm en la mayoria de las muestras
tumorales, siendo ARB2 el que se detectd en el 100% de los casos. El estudio de la
expresion proteica de ARB2 en muestras tumorales no presentd asociacion con las
variables clinico-patoldgicas estudiadas en la serie de pacientes afectadas de CE, a
diferencia de otros tipos tumorales.

Entre los receptores dopaminérgicos, se identificd expresion génica del subtipo
DRD1, DRD2 y DRD5 en las muestras tumorales, a diferencia de DRD3 y DRD4.

El receptor DRD1 mostré una mayor expresion proteica significativa en tumores de
menor tamafio (£2cm) y en el estadio inicial de la enfermedad frente al estadio IV en
nuestra serie de pacientes, no asociandose con la supervivencia libre de enfermedad
ni con la supervivencia global.

La sobreexpresion proteica de DRD2 en tejido tumoral se asocio significativamente
con el subtipo no endometrioide de CE, con tumores de alto grado y con una peor
supervivencia libre de enfermedad y global. DRD2 es un marcador de mal prondstico
en la serie de pacientes analizada.

Es posible generar un modelo ortotdpico de cancer de endometrio a partir de tejido
derivado de paciente mediante inoculaciéon ortotépica via transmiometrial
presentando un patrén de diseminacion similar al descrito en las pacientes. Se
preservan las caracteristicas histoldgicas, moleculares y de expresion de los
receptores ARB2, DRD1 y DRD2 en el tumor generado.

La activacidon adrenérgica por las catecolaminas NA y A indujo un efecto proliferativo
dosis-dependiente en las células tumorales de CE AN3CA, mientras que la activacion
de la senalizacion dopaminérgica, por DA, redujo en un 40% la capacidad de
proliferacién de las lineas celulares HEC1A y AN3CA.

La exposicion a domperidona, un antagonista selectivo de la familia del receptor
DRD2 o a fenoldopam, un agonista de la familia de receptores DRD1, redujo en un
90% y 40% la capacidad de proliferacion de las células HEC1A y AN3CA,
respectivamente.
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8. El tratamiento combinado de fenoldopam y domperidona indujo una reduccion
significativamente mayor en la capacidad de proliferacion celular de la linea AN3CA,
comparado con su tratamiento en monoterapia, demostrando un efecto sinérgico en

CE.
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GENERALITAT DE CATALUNYA

1. Aprobacion del proyecto de experimentacion animal por la

Generalitat de Catalunya

Generalitat de Catalunya
www.gencat.cat

m Generalitat de Catalunya
Y Departament de Territori i Sostenibilitat

Direccié General de Politiques Ambientals

i Medi Natural

RESOLUCIO

Assumpte: autoritzacié de projecte d’experimentacié num. 10234
Identificacio de I'expedient

Expedient num. FUE-2018-00819447 i ID 6ZVBZQOPP relatiu a la sol-licitud d’autoritzacié d'un projecte
d’experimentacié amb animals.

Antecedents

1. El centre usuari Institut Catala de Ciencies Cardiovasculars va presentar sol-licitud d’autoritzacié per a
I'execuci6 del projecte d’experimentacié:

a. Titol: “Evaluacién de nanoconjugados para terapia dirigida en modelos murinos de cancer de
pancreas, endometrio y glioblastoma”

b. Responsable del projecte: Maria Virtudes Céspedes Navarro
2. Aquest projecte es troba inclos en algun dels suposits establerts a I'article 34 del Decret 214/1997, de
30 de juliol.
3. La Comissi6 d'Experimentacié Animal, en la reunié feta el dia 20.03.2019 va informar Favorablement la

realitzaci6 del procediment corresponent d’aquest projecte d'experimentacio.

4. La Comissié d’Experimentacié Animal, com a organ habilitat, en data 20.03.2019 va avaluar el projecte
d’acord amb I'article 34 del Reial Decret 53/2013, d’1 de febrer, amb un informe Favorable.

Fonaments de dret

1. Llei 5/1995, de 21 de juny, de proteccié dels animals utilitzats per a experimentacié i per a altres
finalitats cientifiques.

2. ElDecret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzaci6 d’animals per a experimentacio i per
altres finalitats cientifiques.

3. Directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu i del Consell de 22 de setembre de 2010 relativa a la
proteccié dels animals utilitzats per a finalitats cientifiques.

4. Reial Decret 53/2013, d’'1 de febrer, pel qual s’estableixen les normes basiques aplicables per a la
proteccié dels animals utilitzats en experimentacié i altres fins cientifics, incloent-hi la docéncia.

5. Llei6/2013, d'11 de juny, de modificaci6 de la Llei 32/2007, de 7 de novembre, per a la cura dels
animals, en la seva explotacio, transport, experimentacio i sacrifici.

6. Reial decret 1386/2018, de 19 de novembre, pel qual es modifica el Reial decret 53/2013, d'1 de febrer,
pel qual s'estableixen les normes basiques aplicables per a la proteccié dels animals utilitzats en
experimentacio i altres finalitats cientifiques, incloent la docéncia.

Doctor Roux, 80
08017 Barcebna

3
http://teritori.gencat.cat

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verfficar la integritat

CPISR-1 C Ferran Miralles d'aquest document a I'adrega web csv.gencat.cat

Sabadell 24/04/2019 Data creacio copia:

Original electronic / Copia auténtica 24/04/2019 10:34:32
CODI SEGUR DE VERIFICACIO Data caducitat copia:

24/04/2024 00:00:00

*0G6PC1014N6UMQQIBR6I7TYKBCT SP8BAD* | "'

0G6PC1014N6UMQQI6R617YKBC7SP88AD
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]” Generalitat de Catalunya
www.gencat.cat

Resolucié

Per tant, resolc:

sectorial vigent.

GENERALITAT DE CATALUNYA

Titol: “Evaluacion de nanoconjugados para terapia dirigida en modelos murinos de cancer de
pancreas, endometrio y glioblastoma”

Responsable del projecte: Maria Virtudes Céspedes Navarro
Usuari: Institut Catala de Ciencies Cardiovasculars

Instal-lacié on es realitzara el projecte: Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars — Institut de
Recerca de I'Hospital de Sta Creu i St Pau

2. Assignar al projecte el nim. d’ordre: 10234

El director general de Politiques Ambientals i Medi Natural

1. Informar Favorablement la sol-licitud d’autoritzacié del projecte d'experimentacié que es relaciona a
continuacio:

3. Autoritzar la realitzacié d’aquest projecte d’experimentacié durant cinc anys a partir de la data de
signatura d’aquesta resolucié. En el moment que es disposi d’'un metode validat altenatiu a I'is
d’animals per a qualsevol dels procediments que integren el projecte, aquesta autoritzacié quedara
suspesa i sense efecte.

Realitzar I'avaluacié retrospectiva, d’acord amb I'informe de I’6rgan habilitat, al finalitzar el projecte o
com a maxim als 5 anys de 'autoritzaci6 d’aquest.

Aquesta autoritzacié no eximeix del compliment i disposicié d’altres autoritzacions, d’acord amb la normativa

Contra aquesta resolucié que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs d’algada davant la
secretaria de Medi Ambient i Sostenibilitat en el termini d'un mes, a comptar de I'endema de la notificacid
d’aquesta resolucio, segons el que estableix I'article 112, 121 i 122 de la Llei 39/2015, d’1 d’octubre, del
procediment administratiu comu de les administracions publiques.

Doc.original signat per:
CPISR-1 C Ferran Miralles
Sabadell 24/04/2019

Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la integritat
d'aquest document a I'adrega web csv.gencat.cat

Original electronic / Copia auténtica

CODI SEGUR DE VERIFICACIO

*0G6PC1014N6UMQQI6REI7YKBC7SPBBAD*

Data creacié copia:
24/04/2019 10:34:32

Data caducitat copia:

24/04/2024 00:00:00
Pagina 2 de 2
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2. Protocolo de supervision de experimentacion animal

El protocolo de supervisidn aplicado al seguimiento del modelo animal se expone a continuacion:

1.Pérdida de peso

Puntuacion

Caracteristica

0

Peso normal

Menor de un 10%

Entre un 10 y un 15% en 5 dias

1
2
3

Consistente o rapida, superior a un 20% mantenida durante 72 horas

2.Aspecto fisico

Puntuacion

Caracteristica

0

Normal

Deshidratacion, delgadez

Pelo no brillante, despeinado. Palidez. Cianosis

1
2
3

Encorvamiento. Pérdida de masa muscular (emaciacion)

3.Signos clinicos

Puntuacion

Caracteristica

0 Ninguno

1 Hipotermia

2 Secreciones mucosas y/o sanguinolentas por cualquier orificio. Diarrea.
Organos hipertrofiados detectables (ganglios, bazo, higado)

3 Distension abdominal. Volumen de liquido ascitico superior al 10% de peso

corporal inicial. Respiracién dificultosa (particularmente si va acompafiada de
descarga nasal y/o cianosis). Caquexia.

4. Alteraciones en la conducta

Puntuacion Caracteristica

0 Ninguna

1 Incapacidad de moverse con normalidad

2 Imposibilidad de llegar a la comida/bebida. Aislamiento del resto de los
animales de la jaula.

3 Inconsciente o comatoso. Intencién de "esconderse” en la viruta, no responde
a estimulos.
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5. Tamaiio del tumor por palpacién (inoculacion ortotdpica)

Puntuacion

Caracteristica

0

No se percibe al tacto

1 Tamafio de una lenteja
2 Tamafio de un garbanzo
3 Tacto mayor a un garbanzo, se observa distensiéon abdominal
6. Heridas
Puntuacion Caracteristica
0 Ninguna
Arafiazos

Heridas que no cicatrizan

1
2
3

Heridas ulceradas que pueden incluso supurar. Tumores ulcerados o necréticos

Cuando se dé la circunstancia de que haya mas de un parametro con un valor de 3, automaticamente

todos los valores 3 pasardn a establecerse como 4.

TOTAL

La toma de decisiones sera segun los siguientes criterios:

e De 0a 6 puntos: Valoracion individual del animal. Posible existencia de dolor o angustia.
Plantearse el uso de analgésicos.

e De 6 a 12 puntos: Existencia de dolor o angustia. Administracidon de analgésicos paliativos.

e De 12 a 18 puntos: Dolor o angustia nivel grave. Hay que plantearse el sacrificio del animal.

e De 18 a 24 puntos: Dolor o angustia nivel muy grave. Hay que plantearse el final del
procedimiento, comportando el sacrificio obligado del animal.

Igualmente se sacrificara inmediatamente el animal en cualquier momento del estudio si:

-El tamafio de la masa tumoral, aun no llegando a un tamafio considerado critico (3 en la tabla de

valoracidn), influya en las demas funciones corporales o que cause dolor y/o sufrimiento prolongado.

-Pérdida de peso corporal mayor al 20% con respecto al peso basal o de un control.

-Signos de emaciacién aun sin pérdida de peso global.

-Ulceracién o infeccion en el lugar de implantacion.

-Trauma autoinflingido persistente y con afectacidn a la calidad de vida del animal.
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3. Autorizacion del Comité de Experimentacidon e Investigacion Clinica
(CEIC) del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

HOSPITAL DE LA Sant Antoni Ma Claret, 167 - 08025 Barcelona
SANTA CREU 1 Tel. 93 291 90 00 - Fax 93 291 94 27

e-mail: santpau@santpau.cat
S A N T PA U www.santpau.cat

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

CONFORMIDAD DE LA DIRECCION DEL CENTRO

Don Xavier Borras, en su calidad de Director Médico de la Fundacié de Gesti Sanitﬁria de
I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y vista la autorizacion del Comité Etico de la
Investigacion con Medicamentos,

CERTIFICA:

Que conoce la propuesta del promotor INSTITUT DE RECERCA HSCSP, para que sea
realizado en este Centro el estudio observacional titulado: “Genomic signatures for the
prediction of recurrence and metastasis in Endometrial Cancers”.

CODIGO: IIBSP-CEN-2020-14

N° EUDRACT: NO PROCEDE

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Virtudes Céspedes Navarro / S. GOGyP.

Que acepta la realizacién de dicho estudio observacional en este Centro.

Lo que firma en Barcelona, a 19 de mayo de 2020.

FUNDACIO DE GESTIO SANITARIA DE
L'HOSPITAL DE LA SANTA CREU | SANT PAU
Direccié Médica

Fundacié de Gestié Sanitaria de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau - NIF G-59.780.494

CSB Consorci Sanitari de Barcelona

4000751
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4. Neural plasticity of the uterus: New targets for endometrial cancer?

WOMEN'S gBg®
e HEALTH @9

Women'’s Health

Neural plasticity of the uterus: © The Authors 202
° Article reuse ;uidelines: o
New targets for endometrial cancer? sagpubcomfours pemissions

journals.sagepub.com/home/whe

®SAGE

Pia Espaiiol'?(), Rocio Luna'?, Cristina Soler'?, Pablo Caruana',

Amanda Altés-Arranz', Francisco Rodriguez', Oriol Porta'?,
Olga Sanchez**, Elisa Llurba®**, Ramén Rovira'?*
and Maria Virtudes Céspedes'*”

Abstract

Endometrial carcinoma is the most common gynecological malignancy in Western countries and is expected to increase in
the following years because of the high index of obesity in the population. Recently, neural signaling has been recognized
as part of the tumor microenvironment, playing an active role in tumor progression and invasion of different solid tumor
types. The uterus stands out for the physiological plasticity of its peripheral nerves due to cyclic remodeling brought on
by estrogen and progesterone hormones throughout the reproductive cycle. Therefore, a precise understanding of nerve-
cancer crosstalk and the contribution of the organ-intrinsic neuroplasticity, mediated by estrogen and progesterone, of the
uterine is urgently needed. The development of new and innovative medicines for patients with endometrial cancer would
increase their quality of life and health. This review compiles information on the architecture and function of autonomous
uterine neural innervations and the influence of hormone-dependent nerves in normal uterus and tumor progression. It also
explores new therapeutic possibilities for endometrial cancer using these endocrine and neural advantages.

Keywords
autonomic nervous system, endometrial cancer, nerve-cancer, nerve plasticity, neuroreceptor, neurotherapy,
neurotransmitter, sex hormones signaling
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Abstract: Cancer is one of the main causes of death worldwide. To date, and despite the advances
in conventional treatment options, therapy in cancer is still far from optimal due to the non-specific
systemic biodistribution of antitumor agents. The inadequate drug concentrations at the tumor site led
to an increased incidence of multiple drug resistance and the appearance of many severe undesirable
side effects. Nanotechnology, through the development of nanoscale-based pharmaceuticals, has
emerged to provide new and innovative drugs to overcome these limitations. In this review, we
provide an overview of the approved nanomedicine for cancer treatment and the rationale behind
their designs and applications. We also highlight the new approaches that are currently under
investigation and the perspectives and challenges for nanopharmaceuticals, focusing on the tumor
microenvironment and tumor disseminate cells as the most attractive and effective strategies for
cancer treatments.

Keywords: nanomedicine; cancer therapy; nanotechnology; approved nanopharmaceuticals;
targeted therapy
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