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RESUMEN

Introduccion

El cancer de mama es el tumor mas comun y mortal en mujeres, y las estrategias
actuales de quimioprevencion son escasas y poco tolerables. La inhibicion de la via
JAK2/STATS, clave en la lactancia, podria favorecer la involucién postlactancia, proceso
vinculado a menor riesgo tumoral. Aunque estudios in vivo apuntan a un efecto

beneficioso al inhibir STAT5, su mecanismo molecular directo sigue sin esclarecerse.
Material y métodos

Se utilizdé la linea celular epitelial mamaria HC11. Tras inducir la diferenciacion
lactogénica, se simulé la involucion y se traté con un inhibidor no peptidico de STATS
(iISTAT5). Se evalué la viabilidad celular (MTT), la apoptosis (deteccion de caspasa-3
activa por Western blot), los niveles de mRNA de Stat5a y Statb (RT-qPCR), y los
niveles proteicos de STAT5 total y fosforilado (p-STATS) (Western blot). Se estudio la
estabilidad de STAT5 mediante tratamiento con cicloheximida. La significacion

estadistica se determin6 mediante la prueba t de Student y ANOVA (p < 0,05).
Resultados

El tratamiento con el inhibidor de STAT5 redujo la viabilidad celular de forma dosis-
dependiente e indujo un aumento significativo de la apoptosis. Ademas, se observé una
disminucion en los niveles de STATS fosforilado (p-STATS), sin cambios relevantes en

los niveles totales de STATS.
Conclusiones

La inhibicion de STAT5 potencia caracteristicas clave del proceso de involucion
postlactancia en células HC11, incluyendo la pérdida de viabilidad y la activacion de
apoptosis. Estos resultados sugieren que el uso de inhibidores de STAT5 podria

representar una estrategia prometedora de quimioprevencion frente al cancer de mama.

Palabras clave: STAT5, Cancer de mama, Involucion postlactancia, Quimioprevencion
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ABSTRACT

Background

Breast cancer is the most common and deadly tumour in women, and current
chemoprevention strategies are limited and poorly tolerated. Inhibition of the
JAK2/STATS pathway, which is key in lactation, could promote post-lactation involution,
a process associated with lower tumour risk. Although in vivo studies suggest a beneficial

effect of inhibiting STAT5, the direct molecular mechanism remains unclear.
Methods

The mammary epithelial cell line HC11 was used. After inducing lactogenic
differentiation, involution was simulated and treated with a non-peptidic STAT5 inhibitor
(iISTAT5). Cell viability (MTT), apoptosis (detection of active caspase-3 by Western blot),
Statba and Statsb mRNA levels (RT-gPCR), and total and phosphorylated STAT5 (p-
STAT5) protein levels (Western blot) were assessed. STATS stability was studied by
treatment with cycloheximide. Statistical significance was determined by Student's t-test
and ANOVA (p < 0.05).

Findings

Treatment with the STATS inhibitor reduced cell viability in a dose-dependent manner
and induced a significant increase in apoptosis. In addition, a decrease in
phosphorylated STATS (p-STATDS) levels was observed, with no relevant changes in total
STATS levels.

Conclusions

STAT5 inhibition potentiates key features of the postlactational involution process in
HC11 cells, including loss of viability and activation of apoptosis. These results suggest
that the use of STATS inhibitors may represent a promising strategy for breast cancer

chemoprevention.

Keywords: STAT5, Breast cancer, Post-lactational involution, Chemoprevention
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1. Introduccioén y Justificacion

1.1. Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas diagnosticada y que mas muertes causa en
mujeres en todo el mundo (1). Ademas, se estima que, dentro de 20 afios, la cifra de
nuevos diagndsticos de cancer de mama al afno supere los 3 millones. Segun los datos
publicados por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC),
en 2022 se diagnosticaron 2,3 millones de nuevos casos de cancer de mama, que
suponen un 11,5% de todos los diagnésticos de cancer en todo el mundo. En cuanto a
la mortalidad, el cancer de mama fue el cuarto tumor que mas muertes produjo en el
mundo, considerando ambos sexos y el que mas muertes provocd en la poblacion

femenina, con mas de 665.000 casos en 2022 (2,3).

En Esparnia, el cancer de mama es el segundo tumor en incidencia, considerando ambos
sexos, con cerca de 35.000 casos en 2022, lo que supone un 12,5% de todos los
diagnésticos. Ademas, es el cancer con mayor incidencia en las mujeres, con el 28,9%
de los diagndsticos. En cuanto a la mortalidad, es el cuarto tumor que mas muertes
produjo en Espafia en 2022, considerando ambos sexos, provocando mas de 6.800

muertes (2).

1.2. Importanciay relacién de la historia reproductiva y el cancer de mama

El cancer de mama supone un problema de salud a nivel mundial por su elevada
frecuencia en la poblacion. Ello en parte es debido al aumento de la esperanza de vida,
puesto que la edad avanzada es el factor de riesgo que mas influye en el cancer de

mama.

Se han descrito, ademas, otros factores de riesgo asociados al desarrollo del cancer de
mama, incluidos: (i) factores genéticos, (ii) factores ambientales y (iii) otros factores
como el sexo, los antecedentes familiares, la densidad mamaria y la historia

reproductiva (4-6).

1.2.1. Relacién ambivalente entre la edad del primer embarazo, la lactancia 'y

el riesgo a desarrollar cancer de mama

La historia reproductiva es uno de los factores epidemiolégicos con mayor influencia en
el riesgo de desarrollar cancer de mama. El embarazo a una edad temprana protege a
largo plazo contra esta enfermedad, especialmente cuando el primero ocurre antes de
los 20 arfios, lo que reduce el riesgo hasta un 50% en comparacion con las mujeres que
no tuvieron ningun embarazo (7,8). Asimismo, si la edad del primer embarazo se

encuentra entre los 20 y 30 afios también proporciona una proteccién a largo plazo en

1
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grado variable, con una proteccién adicional del 10% por cada uno de los nuevos

embarazos (9).

La proteccién ejercida por el embarazo disminuye a medida que aumenta la edad del
primer embarazo, siendo practicamente inexistente alrededor de los 30 afios e
invirtiendose este efecto protector a un aumento del riesgo después de los 30-35 afios
(Figura 1) (7).

Por otro lado, a corto plazo, existe un periodo de hasta unos 10 afos tras el parto en
el que existe un incremento del 10-15% del riesgo de padecer cancer de mama. Este
riesgo es mayor cuanto mas tarde tiene lugar el primer embarazo, es lo que se denomina

cancer de mama post-embarazo, y se considera de mal prondstico (9-11) (Figura 1).

El retraso del primer embarazo es cada vez mas frecuente en el mundo occidental vy,
como factor de riesgo, contribuye al aumento de la incidencia del cancer de mama. De
hecho, desde mediados del siglo XXI se ha observado un cambio en la historia
reproductiva de las mujeres, con una reduccién en el nimero de embarazos y un retraso

progresivo del primero.

Incremento
del riesgo
Edad del primer embarazo
< 2() anios
< 25 anos
Riesgo igual

. | 25-30 arios
a nuliparas

> 30 anos

w— > 35 af0s

Descenso

del riesgo ' ' ' ' ' '
I5 25 35 45 55 65 75

Edad (arios)

Figura 1. Efecto de la edad del primer embarazo en el riesgo a desarrollar cancer de mama.
La imagen ilustra como el riesgo de cancer de mama disminuye de forma muy evidente a largo
plazo cuando el primer embarazo ocurre a una edad mas temprana, mientras que se incrementa
al retrasarse este. A corto plazo, el efecto protumoral del primer embarazo también es mas
evidente después de los 30-35 arios. Figura ilustrativa tomada y modificada de Meier-Abt, F., &
Bentires-Alj, M. (2014)(8).

Aunque el embarazo es el principal responsable de la mayor parte de esta protecciéon
(12), la lactancia también contribuye, con una reduccion del riesgo cercana al 4% si

supera los seis meses (13).
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1.3. Relacién entre la involucién postlactancia y la susceptibilidad a desarrollar

cancer de mama

El proceso de involucién postlactancia consiste en una serie de cambios y
remodelaciones que experimenta la glandula mamaria una vez terminada la lactancia y
que restauran la apariencia anatémica e histolégica del 6érgano a un estado similar al

que tenia antes del embarazo (14).

La involucién postlactancia ha sido vinculada con el aumento del riesgo de cancer de
mama. Este fendmeno se ha relacionado con la presencia de un microambiente
proinflamatorio durante la involucion, que podria favorecer la transformacién maligna de

células epiteliales pretumorales iniciadas con mutaciones acumuladas (11).

Modelos animales modificados genéticamente sugieren que la intensidad y la
aceleracién de la involucién se asocian con cambios en la susceptibilidad a desarrollar
cancer de mama. Por ejemplo, una involucién acelerada, como ocurre con la delecion
de genes como Statba o Akt1, se asocia con una menor susceptibilidad tumoral en
modelos murinos. En contraste, una involucién retrasada, observada tras la delecion de

genes como /I-6 o Stat3, correlaciona con un mayor riesgo de desarrollo tumoral (15).

1.4. Quimioprevencién del cancer de mama

Las principales estrategias actuales de quimioprevencion farmacoldgica frente al cancer
de mama comprenden los moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERMs)
como el tamoxifeno y el raloxifeno, e inhibidores de la aromatasa (anastrazol y
exemestano) (16). Ambos disminuyen la estimulacion estrogénica en la mama. Mientras
que los SERMs bloquean la accion del estrogeno en la mama, los inhibidores de la

aromatasa reducen la produccion de estrégeno en el cuerpo.

A pesar de la alta frecuencia y potencial gravedad del cancer de mama, las estrategias
de quimioprevencion actuales son escasas y estan asociadas con efectos secundarios
adversos significativos como tromboembolismo, sequedad bucal y vaginal, cefalea y
nauseas (17). Por otra parte, las opciones de quimioprevencion son escasas para ciertos

subtipos agresivos de cancer de mama, como los ER-negativos (18).

Otra estrategia de prevencién del cancer de mama es la cirugia. La mastectomia
bilateral con doble ooforectomia esta recomendada en mujeres con mutaciones en
genes de alta susceptibilidad a desarrollar cancer de mama como BRCA1, BRCA2,
TP53 y PTEN. Esta intervencién reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad en un

90%, aunque conlleva importantes efectos secundarios fisicos y psicologicos (19-21).
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Por estas razones, es crucial desarrollar nuevas terapias de quimioprevencion mas
efectivas y mejor toleradas frente a todos los subtipos de cancer de mama,

especialmente, frente a los mas agresivos.

1.5. Papel de la via JAK2/STAT5 durante la lactancia y la involucion

La familia de proteinas STAT (del inglés, Signal Transducer and Activator of
Transcription) juegan un papel fundamental en el desarrollo de la glandula mamaria y la
involucion. En la glandula mamaria se han descrito hasta 5 proteinas de la familia STAT:
STAT1, STAT3, STAT5a, STAT5b y STAT6 (22).

Aunque los genes Statba y Statbb comparten un 96% de homologia, sus funciones
divergen claramente (23). Statba es esencial para el desarrollo mamario y la lactancia,
mientras que Statbb regula principalmente el crecimiento corporal, sin un papel
relevante en la glandula mamaria. Esta especializacion funcional se evidencia en
modelos knockout, donde la pérdida de Statba (pero no de Statbb) causa defectos

severos en la formacion alveolar y produccion de leche (24).

Los genes Stat3 y Stat5 son imprescindibles para el correcto desarrollo de la glandula
mamaria, pero desempefan roles opuestos (25). Mientras que Stat5 (especialmente
Statba) es esencial para el desarrollo y diferenciacion de los alveolos secretores y para
la produccién de leche (26), Stat3 es el regulador principal de la involucién postlactancia,
induciendo apoptosis masiva y regresién tisular durante esta fase (27). Por ello, el
desarrollo de la glandula mamaria depende de un balance dinamico entre STAT5a que
impulsa el desarrollo y la lactancia, y STAT3 que promueve la regresion en la involucion
postlactancia. De este modo, durante la lactancia, STAT5a esta activo (por senalizacion
inducida por la prolactina), mientras que en la involucidon, STAT5a decae y STAT3 se

activa (28).

La via de sefalizacion JAK2/STAT5a (Figura 2), cuya activacion la produce el receptor
de prolactina (PRLR), juega un papel clave en la expresion de genes relacionados con
la produccion de proteinas de la leche (29). Esta via comienza con la union de la
prolactina a su receptor activando la quinasa JAK2, que fosforila a STAT5a, permitiendo
su dimerizacién y traslocacion al nucleo (30). Como resultado de la activacion de la via
JAK2/STAT5a, se sintetizan diversas proteinas de la leche, como la proteina acida del
suero (WAP), la a-caseina y la B-caseina, asi como otras proteinas implicadas en

procesos de proliferacion, diferenciacion y morfogénesis.
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Figura 2. Representacion esquemadtica de la via de sehalizacion de JAK2/STAT5a durante
el periodo de lactancia. Figura creada con BioRender.com. Adaptada y modificada de Tian et
al. (31).

2. Hipétesis y Objetivos

2.1. Antecedentes y justificacion del estudio

La tesis del laboratorio previa llevada a cabo por el Dr. Alejandro Jiménez Navas muestra
que el inhibidor de STAT5 (iISTATS), nicotinoil hidrazona no peptidica, en el momento del
destete produce una potenciacion de la involucién postlactancia. Evaluar el efecto
directo del inhibidor in vivo sobre STAT5 es dificil por el contenido graso de las muestras

(32-34), por lo que se precisan métodos alternativos.

En este estudio de TFG, se planteé profundizar en el efecto del inhibidor de STATS en
un modelo in vitro, como datos previos a los que se obtendran in vivo. Para ello, se
evalud su efecto sobre un modelo de involucion postlactancia en una linea celular

utilizada en la literatura para este fin (35-37).
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2.2. Hipétesis de trabajo

Las estrategias actuales de quimioprevencion frente al cancer de mama son limitadas y
conllevan efectos adversos importantes. Modelos murinos modificados genéticamente
sugieren que la modificacion de los niveles de STATS se asocia a una modificacion de
la involucién postlactancia y a cambios en la susceptibilidad al cancer de mama(15).
Datos previos del laboratorio indican que el inhibidor de STAT5 (nicotinoil hidrazona no
peptidica) potencia la involucion postlactancia in vivo; pero, problemas técnicos han

impedido evaluar el efecto directo del inhibidor sobre STATS.

En este estudio, planteamos la hipotesis de que los efectos potenciadores de la
involucion postlactancia observados in vivo con el inhibidor de STAT5 pueden
reproducirse in vitro, lo que permitiria analizar su impacto sobre los niveles totales y
fosforilados de STATS.

2.3. Objetivo general y objetivos especificos

El objetivo general de este trabajo es profundizar en los efectos del inhibidor nicotinoil
hidrazona no peptidica sobre STATS en el contexto de la involucion postlactancia en un
modelo in vitro.
Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:
e Puesta a punto y validacion del efecto del inhibidor de STAT5 sobre la muerte
celular en un modelo in vitro de involucion postlactancia.

e Estudiar el efecto del inhibidor sobre los niveles de STATS5.

3. Material y métodos

3.1. Modelo in vitro de involucion postlactancia: linea celular HC11 y

condiciones de cultivo

La linea celular HC11 es una linea epitelial de mama no tumoral que procede de un
raton hembra gestante BALB/c. Es sensible a la prolactina y sufre diferenciacion
lactogénica al ser tratadas con wun coctel de hormonas (prolactina y
dexametasona/hidrocortisona) (35). Se utilizan como modelo in vitro para estudiar la

diferenciacion lactogénica y la involucién postlactancia (36).

Las células HC11 se cultivan en medio RPMI-1640 enriquecido con un 10% de suero
bovino fetal, 1% de penicilina/estreptomicina (10.000 U/mL), glutamina 200 mM, 10
ng/mL de factor de crecimiento epidérmico y 5 ug/mL de insulina. Para inducir la

diferenciacion lactogénica se afiade un medio con 5 ug/mL de prolactinay 1 ug/mL de
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hidrocortisona durante 72 horas y posteriormente, se retorna al medio inicial, de

mantenimiento, para simular la involucion postlactancia.

La linea celular se manejé en condiciones de esterilidad utilizando una campana de
cultivo con flujo laminar. Las células se cultivaron en placas estériles de 100mm? con
medio suplementado, manteniéndolas en incubadores a 37°C con 5% de CO2 y

atmodsfera humeda.

3.2. Inhibidor de STAT5

El inhibidor de STAT5 empleado en este estudio (STATS Inhibitor, nonpeptidic nicotinoy!
hydrazone, #SC355979A, Santa Cruz Biotechnology) es un compuesto no peptidico
capaz de atravesar membrana celular. Su mecanismo de accién se basa en la unién
especifica al dominio SH2 de STAT5 impidiendo su dimerizacion y activacion. Esto

impide que STAT5 se transloque al nucleo y regule la transcripcion de genes especificos.
Preparacién, conservacion y concentraciones de uso

El inhibidor de STAT5 se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSQ) para obtener alicuotas a
una concentracioén final del farmaco de 50 mM que se conservaron a -20°C. Se ha
descrito que la concentracion inhibitoria 50 (ICso) del farmaco es 47 M en células Daudi
(38), sin embargo, no esta descrito en la literatura cual es la dosis letal 50 de este
farmaco en la linea celular HC11. Por ello, antes de comenzar los experimentos, se
evaluaron diferentes concentraciones del inhibidor en la linea celular HC11. Para los
experimentos se prepararon diluciones del farmaco a las concentraciones requeridas
(50, 100, 150 y 200 uM). No se evaluaron dosis superiores ya que a partir de 200 uM se

han descrito que podrian existir efectos off target (39).

3.3. Estudio de la viabilidad celular mediante ensayo MTT

El ensayo MTT evalua la viabilidad celular mediante la reduccién del bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan por la acciéon de la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Inicialmente, el MTT es de color amarillo, pero
al ser reducido a formazan, este precipita y adquiere un tono azul. Posteriormente, las
sales de formazan se solubilizan con DMSO, permitiendo medir la absorbancia y estimar
de manera indirecta la cantidad de MTT reducido por la actividad metabdlica celular, lo

que refleja el numero de células viables en el cultivo.

Para este estudio, se sembraron 50.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos. Se
afiadieron las diferentes concentraciones del farmaco antes indicadas, para evaluar la
dosis efectiva a partir de la cual observamos diferencias en la viabilidad celular. Ademas,

se incluyo un control con medio sin farmaco (0 yM). Tras incubar con el inhibidor durante
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24 horas, se afiadieron 55 uL de MTT por pocillo, incubando 1 hora mas. Las sales de
formazan se solubilizaron con 500 yL de DMSO. La absorbancia se midié a 570 nm
(para detectar la sefial de formazan) y a 630 nm (para la sefial de fondo) en un lector de

placas Tecan Infinite M200 Pro.

3.4. Extraccion de RNA y estudio de la expresion génica mediante RT-qPCR

La extraccién de RNA se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante del kit
RNeasy Mini Kit (#74104, Qiagen), que se basa en la extraccion de fenol y cloroformo,
unido a la union selectiva del RNA a una membrana de gel de silice en presencia de un
tampdn con guanidina y etanol para la extraccion y purificaciéon del RNA. Una vez
extraidas las muestras de RNA, se evalud la concentracién y pureza del RNA a unas
longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm mediante un Nanodrop ND-1000.

Para la realizacion de la RT-qPCR se empled el kit RevertAid RT Kit (#K1691,
Thermoscientific) para generar cDNA (DNA complementario sintetizado a partir de
MmRNA mediante la enzima transcriptasa inversa) y se amplificé utilizando un sistema
denominado SYBR Green de PCR en tiempo real (#95055-500, SYBR Green SuperMix,
ROX). El SYBR Green es un fluoréforo que se une de manera especifica al surco menor
del DNA de doble cadena que emite fluorescencia, lo que permite cuantificar la cantidad
de DNA presente. Durante la PCR, esta sefal fluorescente se ira incrementando de
manera exponencial, pero de forma proporcional a la cantidad inicial de DNA. Las

secuencias de los cebadores se enumeran en la Tabla 1.

La reaccion g-PCR y posterior lectura se realizé en el termociclador Mastercycler ep
RealPlex2 (Eppendorf). El programa de ciclos de temperatura consistié en: (i) una
desnaturalizacién inicial durante 10 minutos a 95°C; (ii) 40 ciclos formados de tres
pasos: desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, anillamiento a 58°C durante 30
segundos, y amplificaciéon a 72°C durante 30 segundos. Se llevd a cabo una medicion

de la fluorescencia emitida por el fluoréforo al final de cada ciclo durante esta fase.

La expresion relativa del RNA se calculé mediante el método 222, que es una técnica
empleada para determinar la expresién relativa de un gen en muestras experimentales
en comparacion con un control. Este método compara las diferencias en los ciclos
umbral (Ct) entre las muestras y el control para cuantificar las variaciones en la

expresion génica. La expresion del gen housekeeping Gapdh se utiliz6 como control.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la realizacion de la RT-qPCR.

Gen Cebador Secuencia (5’-3’) Longitud (pb) | Tm (°C)
Statba | Statba Fw 5-CGCCAGATGCAAGTGTTGTAT-3’ 21 61.0
Statsa | StatbaRv | 5-TCCTGGGGATTATCCAAGTCAAT-3’ 23 60.6
Statsb | Statbb Fw 5-CGATGCCCTTCACCAGATG-3 19 60.2
Stat5b | Stat5b Rv 5-AGCTGGGTGGCCTTAATGTTC-3 21 62.4
Gapdh | Gapdh Fw 5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3 20 64.1
Gapdh | Gapdh Rv 5-GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’ 20 65.0

3.5. Lisis celular, extraccion de proteinas y western blot

Las células se cultivaron en placas de 60mm con una densidad de 3.3-10° células/placa.
Para la extraccion de proteinas, se prepar6 el buffer de lisis RIPA compuesto por Tris
50mM, EDTA 5mM, NaCl 150mM, 1% Tritén X-100, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato sédico

y agua. A este, se afadieron inhibidores de fosfatasas, inhibidores de proteasas y PMSF
(10 pg/uL).

Se lavaron con PBS 1X Na+ y se despegaron de la placa mediante la incubacion durante
5-10 minutos a 37°C con 1 mL de TrypLE (TrypLE™ Express, #12604-013, Gibco).
Posteriormente, se resuspendieron en medio de cultivo fresco y centrifugaron a 1.200
rom durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendié en 350 pL de buffer RIPA 'y se
incubd en hielo, 30 minutos. La suspension obtenida se centrifugd a 4°C, 10 minutos a
>12.000 rpm y el sobrenadante, que contenia el lisado proteico, se transfirié a un nuevo
tubo. La concentracién final de proteinas se determiné mediante ensayo BCA (acido
bicinconinico). El ensayo BCA se fundamenta en la reaccién de Biuret, en la que los
iones Cu?* se reducen a Cu* por efecto de los enlaces peptidicos presentes en las
proteinas. Posteriormente, los iones Cu* reaccionan con el acido bicinconinico formando
un complejo de color purpura cuya absorbancia se correlaciona directamente con la
concentraciéon de proteinas en la muestra. Para determinar la concentraciéon, se midio la
absorbancia a 570 nm de longitud de onda en el lector de placas Ultra-Evolution TECAN.
Finalmente, se calculd la concentracién de proteinas de las muestras utilizando una

recta patrén de concentraciones conocidas de albumina.

Para la realizacién del western blot, se separaron 35 ug de proteinas totales mediante
SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio) al
12% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell). La carga
se verificé mediante tincidn con Ponceau S (Sigma-Aldrich). La membrana se bloqued

en TTBS (Tween-Tris-buffered saline) con 5% de leche desnatada a 4 °C, durante 1 hora
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y se incubd con el anticuerpo primario diluido en el mismo tampdn toda la noche a 4 °C.
Tras tres lavados con TTBS, se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado con HRP
(IgG anti-conejo o anti-raton, 1:3000). La deteccion se realizd6 mediante
quimioluminiscencia con ECL Plus (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). El revelado se

llevd a cabo en el sistema de adquisicion de imagenes iBright™ FL1500.

Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados en el western blot.

Anticuerpo Especie | Dilucién Casa comercial Referencia
STATS Ratén 1:1000 Cell Signaling #94205
P-STATS (Y694) Ratén 1:1000 Cell Signaling #9351
Caspasa 3 Ratén 1:1000 Cell Signaling #9662
Caspasa-3 escindida | Conejo 1:2000 Cell Signaling #9661
GAPDH Conejo 1:3500 Invitrogen #TAB1001
Anti-conejo HRP Cabra 1:10000 Jackson ImmunoResearch #111-035-144
Anti-raton HRP Cabra 1:10000 Jackson ImmunoResearch #115-035-003

3.6. Evaluacion de la degradacion proteica mediante ensayo con cicloheximida

La cicloheximida es un inhibidor que inhibe la sintesis de proteinas y permite medir la

cinética de su degradacion.

Para el tratamiento con cicloheximida, se mantuvieron las células en cultivo hasta
alcanzar una confluencia celular aproximada del 80%. Las células de ambas
condiciones (control y tratadas con 150 uM del iISTAT5) fueron tratadas con 50 ug/mL
de cicloheximida y se obtuvieron lisados celulares a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 12
horas). El lisado, la determinacion de la concentracion final de proteinas y el western
blot se realizaron segun lo descrito en el apartado 5 de esta seccion de Material y

Métodos.

3.7. Anadlisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico GraphPad Prism 9.
Se realizé el test de Shapiro-Wilk (n<40) para evaluar la distribucidn estadistica de los
datos y determinar su normalidad. Se utilizé el test paramétrico t de Student para
determinar la significacion estadistica de las diferencias entre grupos, puesto que las
variables se ajustaron a una distribucion normal. Cuando la comparacion se realiz6 entre
mas de dos grupos, se realiz6 un ANOVA unidireccional seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Dunnett. La significacién estadistica se fijé p <0,05.

10
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4. Resultados

4.1. Elinhibidor de STATS5 disminuye la viabilidad celular potenciando la muerte

celular por apoptosis

Se llevé a cabo la diferenciacion lactogénica de las células HC11. Después, se evalug,
mediante ensayos de MTT, el efecto sobre la viabilidad celular del inhibidor de STATS
en las células HC11 tras retirar el medio de diferenciacion y afiadir el de mantenimiento
(HC11 involucionada). Se realiz6 el estudio a 24 horas con concentraciones del inhibidor
de STATS de 50 uM, 100 pM, 150 yM y 200 uM. Se observé una disminucion dosis-
dependiente estadisticamente significativa de la viabilidad celular respecto del grupo
control a 100 uM (p < 0.0001), 150 uM (p < 0.0001) y 200 uM (p < 0.0001) (Figura 3A).

A partir de aqui se utilizé la concentracion 150 uM del inhibidor de STAT5 para realizar
los experimentos del estudio al observar una disminucion estadisticamente significativa
de la viabilidad celular y no superar la concentracion a partir de la cual se han descrito

que podria haber efectos off target (39).

Asi, posteriormente, se evaluo si la pérdida de la viabilidad celular se relacionaba con
un aumento de la muerte por apoptosis. Por ello, se comprobd la expresidén proteica
mediante western blot de la caspasa-3 escindida o activa, proteina proapoptotica cuyos

niveles correlacionan con el grado de apoptosis (40,41).

Asi, se observd que el tratamiento con el inhibidor de STATS a una concentracion de

150 uM produjo un aumento de la expresion de caspasa-3 activa (Figura 3B).

A.  ANOVA (Dunnett’s test) p<0.0001 B.
®x 8 8 3 HC11 involucionada
- 1.27 g 8 8 S
- =] = = e
E 104 = & & & & iISTATS5 (150 uM) - +
- L
% 0.8 Caspasa 3 (32 kDa)
S o06- , 4
T 3 N
._rgu 0.4 Caspasa 3 cleaved (17-19 kDa) "
€ 0.2 —— — |
0.0 I I

Figura 3. Evaluacioén del efecto del inhibidor de STAT5 a diferentes concentraciones sobre

la viabilidad celular y determinacion de la dosis efectiva. A) Mediante ensayos MTT se

1
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evaluo el efecto sobre la viabilidad de diferentes concentraciones del farmaco a 24 horas. Cada
condicién se evalué por triplicado (N=3) B) HC11 involucionada corresponde a la linea celular
HC11 a la cual se le ha inducido la involucién postlactancia al retirarle el coctel hormonal. Se
evalué mediante western blot la caspasa-3 activa. Los lisados celulares se recogieron a las 24

horas. Se utilizaron 35 ug de proteina por muestra y se emple6 GAPDH como control de carga.

4.2. Evaluacion del efecto del inhibidor de STATS5 (iSTAT5) sobre la expresiéon
génica y proteica de STAT5

Posteriormente, evaluamos el efecto del inhibidor de STAT5 a la concentracion de
150uM sobre la expresion de STATS y p-STATS mediante western blot. Se observé una
disminucion de la cantidad de p-STATS, y un aumento en la cantidad de STAT5 total,
que podria reflejar un efecto compensador al disminuir la proteina fosforilada (Figura
4A).

Para determinar el nivel al que tenia lugar el posible efecto compensador del aumento
de la proteina STAT5 total, se llevd a cabo una RT-qPCR para evaluar los niveles de
MRNA de STATS. Por otra parte, como el anticuerpo utilizado frente a STAT5 total y
fosforilado reconoce las dos isoformas de STAT5, se determinaron los niveles de RNA
de ambos genes Statba y Statbb, puesto que, debido a su elevada homologia de las
proteinas, el inhibidor podria estar afectando a ambas isoformas. Sin embargo,
paradéjicamente, se observé una disminucién paraddjica de los niveles de mRNA de las
células tratadas con respecto al control, tanto de Stat5a como de Stat5b. Este resultado
indica, por lo tanto, que el aumento de STATS observado a nivel proteico no es
consecuencia de un aumento a nivel transcripcional de la expresion génica como posible

mecanismo compensatorio (Figura 4B).

A. B.
HC11 involucionada Stat5a Stat5b
i o 157 o 157
iSTAT5 (150 pM) - + S 0.0142 s 0.0368
P-STATS (Y694) (92 kDa) g 104 g 1.0 -
g 2
‘0 ‘0
o o
c c
STATS5 (92 kDa) S 0.5 § 054
B o 2
o Q
bl t
Woo Woo

& & & &

Figura 4. Evaluacion del efecto del inhibidor de STAT5 sobre la expresion proteica y de la

expresion génica. A) Western blot que muestra la expresion de STATS total y p-STATS tras la
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accion de inhibidor de STATS. Los lisados celulares se recogieron a las 24 horas. Se utilizaron
35 ug de proteina por muestra y se empleé la GAPDH como control de carga. B) Cuantificacion
de la expresion de Statba y Stat5b mediante RT-qPCR.

4.3. Estabilizacién de los niveles de STATS5 total en presencia del inhibidor

A continuacion, para investigar si el aumento de los niveles totales de proteina STATS
tras el tratamiento con el inhibidor se debia a una reduccién en su degradacion, se llevo
a cabo un ensayo de estabilidad proteica mediante tratamiento con cicloheximida, que
bloguea la sintesis de proteinas. Este enfoque permite monitorizar la degradacién de

STATS5 en ausencia de sintesis de novo.

En el grupo control, como era de esperar tras la inhibicién de la sintesis proteica por
cicloheximida, se observé una disminucion progresiva de los niveles de STAT5 total a lo
largo del tiempo, reflejando su degradacion normal. En cambio, en presencia del
inhibidor, los niveles de STAT5 se mantuvieron e incluso aumentaron, lo que indica una
estabilizacion postraduccional de la proteina (Figura 5). Estos resultados sugieren que
el efecto compensador inducido por el inhibidor tiene lugar a nivel postranscripcional,

mediante una reduccion en la degradacion de STATS.

HC11 involucionada

Control + CHX 150 uM iSTATS + CHX

Tiempo (h) 1 2 6 12 1 2 6 12

STAT5 (92 kDa)

GAPDH (35kD2) | et S w— c— g

Figura 5. Evaluaciéon de la degradacion proteica de STAT5 en presencia del inhibidor de
STAT5 (150 uM). Se evalué mediante un ensayo con cicloheximida los niveles de STATS. Los
lisados de las células HC11 control y tratadas se recogieron a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 12
horas). Para la determinacion semicuantitativa de la cantidad proteica se llevo a cabo un western
blot en el que se utilizaron 35 ug de proteina por muestra y se empleé la GAPDH como control

de carga.
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5. Discusion

La busqueda de estrategias de quimioprevencién para el cancer de mama es prioritaria
(16,42-44). Datos previos de nuestro laboratorio in vivo ya indicaban que la inhibicion de
STAT5 potencia la involucidn postlactancia, un proceso cuya modulacion puede influir
en la susceptibilidad al cancer (tesis del Dr. Jiménez Navas)(45,46). La involuciéon
mamaria postlactancia es un periodo de intensa remodelacion tisular, podria ser una
'ventana de susceptibilidad' para el desarrollo del cancer de mama, especialmente si
este proceso es incompleto o se retrasa. La via JAK/STATS, fundamental para mantener
la lactancia y la supervivencia de las células epiteliales mamarias secretoras, se
desactiva fisioldgicamente para permitir la apoptosis y la involucion (47). Nuestros
hallazgos, demostrando que la inhibicion farmacoldgica de STAT5 acelera la pérdida de
viabilidad y la apoptosis en un modelo in vitro de involucién, refuerzan la hipétesis de
que la persistencia de la sefializacién de STAT5 podria contribuir a un ambiente pro-
tumoral durante la involucion. Por tanto, dirigirse a STAT5 podria ser particularmente
relevante para mitigar el riesgo de cancer de mama asociado al postparto, un subtipo
de cancer con frecuencia agresivo (48). Sin embargo, la evaluacién directa del efecto
del inhibidor sobre la proteina STAT5 in vivo durante la involucion se ve dificultada por
artefactos técnicos, como la interferencia de la grasa lactea en los analisis de western
blot (32-34). Por ello, este trabajo se centré en un modelo in vitro para (i) validar que el
inhibidor potencia la muerte celular en un sistema de involucién establecido y (ii) elucidar
su impacto directo sobre los niveles y actividad de STAT5, superando las limitaciones

del analisis in vivo.

Nuestros resultados in vitro confirman que el inhibidor de STATS5 (iISTAT5) disminuye la
viabilidad celular e induce apoptosis en células mamarias HC11 sometidas a involucién
(Figura 3), lo que concuerda con los efectos observados in vivo y valida el sistema como

herramienta para estudiar los mecanismos moleculares.

Crucialmente, el analisis proteico in vitro revelé una clara disminucion de p-STAT5
(forma activa) tras el tratamiento (Figura 4A), confirmando la accion del inhibidor sobre
la via JAK2/STATS, esencial para la involucion (26,28). Detectamos también un
incremento paraddjico en los niveles de STATS total, que no se debidé a un aumento
transcripcional (Figura 4B). Experimentos con cicloheximida demostraron que el iSTATS
induce una estabilizacidon postraduccional de la proteina STAT5 total (Figura 5). Este
hallazgo, dificil de obtener con precision in vivo, sugiere que la célula acumula STAT5
inactiva en respuesta al inhibidor, sin que esto impida la progresion de la apoptosis
inducida por la falta de p-STATS5.

14
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Por lo tanto, este estudio in vitro no solo corrobora los efectos pro-involutivos del iISTATS
observados in vivo, sino que también proporciona una explicacion mecanicista a nivel
proteico para su accion, dificil de diseccionar en el modelo animal. El iSTATS potencia
la involucion disminuyendo la forma activa p-STAT5 e induciendo apoptosis, mientras

que la proteina STAT5 total acumulada permanece inactiva.

Una limitacion inherente a este estudio in vitro es que, aunque util para el analisis
molecular detallado, la linea celular HC11 no recapitula toda la complejidad del tejido
mamario. Como perspectiva futura, seria valioso complementar estos hallazgos
utilizando modelos in vitro mas avanzados, como organoides derivados de tejido
mamario, que podrian ofrecer un puente entre la simplicidad de los cultivos 2D vy la
complejidad del tejido in vivo, permitiendo estudiar la respuesta al inhibidor en un
contexto celular mas fisiolégico. Ademas, aunque ya tenemos datos in vivo sobre el
efecto fenotipico, seria interesante intentar optimizar los protocolos de extraccion
proteica del tejido mamario en involucion para confirmar si esta estabilizacion de STAT5S

total también ocurre in vivo, o explorar otros marcadores indirectos de este fendmeno.

En conclusioén, este trabajo in vitro valida el efecto pro-apoptético del inhibidor de STAT5S
en un modelo de involucién y, fundamentalmente, elucida su impacto sobre la dinamica
de la proteina STAT5, demostrando una reduccion de su forma activa y una
estabilizacion de su forma total inactiva. Estos hallazgos complementan y explican
observaciones previas in vivo, reforzando el potencial del iSTAT5 como agente

quimiopreventivo.
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6. Conclusiones

1.

El inhibidor de STATS (iISTAT5, 150 uM) potencia la involucién postlactancia in
vitro en células HC11, reduciendo la viabilidad celular e induciendo apoptosis, en

linea con datos previos in vivo.

2. EIiSTAT5 disminuye eficazmente los niveles de p-STATS, confirmando su accion
sobre la via de sefalizacion.

3. Apesarde reducir Statba/b a nivel de mRNA, el tratamiento estabiliza la proteina
STATS5 total no fosforilada, evitando su degradacion.

Conclusions

1. STAT5 inhibitor (iSTAT5, 150 uM) promotes postlactational involution in vitro in
HC11 cells, reducing cell viability and inducing apoptosis, in line with previous in
vivo data.

2. ISTAT5S effectively decreases p-STAT5 levels, confirming its action on the
signalling pathway.

3. Despite reducing Stat5a/b at the mRNA level, the treatment stabilises total non-

phosphorylated STATS5 protein, preventing its degradation.
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