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RESUMEN

El microambiente tumoral (TME) es un regulador clave en la progresiéon del cancer,
modulando procesos como proliferacion, invasion, angiogénesis y evasion inmune.
Dentro del TME, las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC)
destacan por sus propiedades inmunomoduladoras, la capacidad migratoria y la
secrecion de factores bioactivos. No obstante, su impacto es dual, con efectos pro- o
antitumorales segun el contexto.

La inducciéon de la diferenciacién adipocitica de las ASC representa una estrategia
relevante para limitar su potencial protumoral. Este proceso reduce su agresividad
fenotipica y disminuye la expresion de aromatasa en células tumorales, implicada en la
sintesis local de estrogenos. La melatonina potencia dicha diferenciacion, contribuyendo
a un microambiente menos favorable al crecimiento tumoral.

En paralelo, los efectos de la radiacién en células ASC afectan a las células tumorales
reduciendo su viabilidad, inhibiendo la proliferacion y atenuando la transicion epitelio-
mesenquimal (EMT), lo que limita su capacidad invasiva. La melatonina amplifica estos
efectos, actuando como radiosensibilizante y reforzando la respuesta antitumoral.

Estos hallazgos, obtenidos en un modelo celular de cancer de mama, subrayan el valor

terapéutico potencial de combinar la diferenciacién inducida y la melatonina con
radiacién para modular el TME vy frenar la progresion tumoral.
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ABSTRACT

The tumor microenvironment (TME) plays a central role in cancer progression,
orchestrating key processes such as proliferation, invasion, angiogenesis, and immune
evasion. Among the stromal components of the TME, adipose-derived mesenchymal
stem cells (ASCs) are notable for their immunomodulatory properties, migratory
capacity, and secretion of bioactive factors. However, their role in oncology remains
controversial, exhibiting both pro- and antitumor effects depending on the physiological
context.

Inducing adipogenic differentiation of ASCs emerges as a relevant strategy to mitigate
their protumorigenic potential. Differentiated ASCs adopt a less aggressive phenotype
and reduce aromatase expression in tumor cells, limiting local estrogen synthesis.
Melatonin enhances this differentiation process, contributing to a microenvironment less
conducive to tumor progression.

Concurrently, ionizing radiation applied to tumor cells decreases viability, inhibits
proliferation, and attenuates the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), thereby
reducing invasive capacity. Melatonin further enhances these effects, acting as a
radiosensitizer and reinforcing the antitumor response.

These findings, derived from a breast cancer cell model, highlight the therapeutic
potential of combining ASC differentiation and melatonin with radiotherapy to modulate
the TME and impede tumor progression.

PALABRAS CLAVE

Microambiente tumoral (TME); células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo (ASC); células tumorales mamarias (MCF-7); diferenciacién adipogénica;
aromatasa; melatonina; cancer de mama; radiacion ionizante; transicion epitelio-
mesénquima (EMT); supervivencia celular.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas comun entre las mujeres a nivel global y una
de las principales causas de mortalidad por cancer femenino'. Su comportamiento
clinico y biologico es altamente heterogéneo, influenciado no solo por las alteraciones
genéticas de las células tumorales, sino también por el microambiente tumoral (TME)?.
Este entorno dinamico, compuesto por células estromales, inmunes, endoteliales, matriz
extracelular y mediadores solubles, desempefa un papel crucial en la progresion
tumoral, la resistencia terapéutica y la diseminacion metastasica®.

En los ultimos anos, ha aumentado el interés por comprender como el microambiente
regula distintos aspectos del comportamiento tumoral mediante la liberacion de
citoquinas y factores de crecimiento (TGF-B, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 o VEGF) que
favorecen la evasion inmune vy la transicion epitelio-mesénquima (EMT), contribuyendo
a crear un entorno inflamatorio y pro-angiogénico que facilita la progresiéon tumoral y
condiciona la respuesta a la quimioterapia o la radioterapia **. Mas concretamente,
entre los diferentes componentes del TME destacan las células madre mesenquimales
derivadas del tejido adiposo (ASC). Se ha descrito que estas células tienen capacidad
de migrar al tumor en respuesta a sefales quimiotacticas y secretar citoquinas
proinflamatorias, factores de crecimiento y enzimas remodeladoras de la matriz
extracelular °’. Dichas moléculas activan vias de sefializacion clave en las células
tumorales tales como PISK/AKT, STAT3, NF-kB o MAPK, promoviendo un fenotipo mas
agresivo.

Por otro lado, las sefales paracrinas entre las células tumorales y las células del TME
afectan a la produccion local de estrogenos y a la diferenciacién hacia células adiposas,
lo cual contribuye a la alteracion del entorno tisular y al desarrollo del tumor. Se ha
demostrado que la expresién de la aromatasa, principal enzima implicada en la
formacion de estrégenos, es mucho mas elevada en las células ASC que en los
adipocitos maduros®. Este proceso ocurre debido a la activacion de varios promotores
del gen CYP19 de la aromatasa. Mas concretamente al promotor /.4; especifico de tejido
adiposo; y al promotor //, sobreexpresado en cancer de mama.

Por ultimo, numerosos datos en la literatura postulan el uso de las células ASC en las
cirugias de reconstruccion mamaria o tras la radioterapia, por su potencial regenerativo®.
Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la radioterapia puede modificar el
comportamiento de las ASC al alterar su secretoma'®, aumentando la liberacion de
factores proangiogénicos e inflamatorios que contribuyen a un entorno mas resistente y
favorecedor de la progresion tumoral''.

Por todo ello, multiples estrategias dirigidas a modificar el microambiente tumoral se han
centrado en la inhibicién de citoquinas inflamatorias y factores angiogénicos, asi como
en la regulacion del secretoma, con el fin de contrarrestar la progresion tumoral y
mejorar la respuesta a los tratamientos convencionales''?. La diferenciacion de las
ASC hacia adipocitos maduros representa también una via prometedora, ya que
disminuye la secrecion de IL-6, TNF-a y VEGF, y atenua la activacion de vias como NF-
KB y STAT3, reduciendo asi la EMT y la progresion tumoral.

La melatonina ha emergido como un modulador potencial del microambiente. Esta
indolamina, sintetizada por la glandula pineal, posee propiedades antitumorales,
antiinflamatorias y antiangiogénicas. Se ha demostrado que puede reducir la secrecion
de IL-6 y TNF-a, disminuir la produccion de factores pro-angiogénicos como el VEGF o
inhibir la EMT'3. Aunque su capacidad para inducir la diferenciaciéon de las ASC hacia
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adipocitos maduros es controvertida''®, si se ha descrito que inhibe la expresion de
aromatasa en el tejido mamario y en el tejido peritumoral, reduciendo la produccion local
de estrégenos’®. Ademas, en presencia de radiacion, la melatonina contrarresta efectos
adversos como el aumento de la permeabilidad endotelial y la activaciéon de rutas
proangiogénicas, potenciando asi el efecto terapéutico de la misma'’.

El presente trabajo tiene como objetivo general profundizar en el papel del
microambiente tumoral en la progresion del cancer de mama, con especial atencion a
la contribucion de las células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo (ASC).
De forma especifica, se plantean dos objetivos principales: por un lado, analizar el efecto
de la melatonina sobre la diferenciaciéon de las células ASC y el papel que dicha
diferenciacion podria tener en un contexto tumoral; y por otro, evaluar la capacidad de
esta indolamina para modular los efectos de la radiacion sobre las células ASC y su
impacto en el comportamiento de las células tumorales mamarias. Estas
aproximaciones permitiran valorar el potencial de la melatonina como agente modulador
del entorno tumoral en el cancer de mama.
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RESULTADOS

Papel de la melatonina sobre la diferenciacion de células adiposas estromales
(ASC)

Con el propdsito de evaluar el efecto de la melatonina sobre la diferenciacion de las
células adiposas estromales (ASC), se llevd a cabo un experimento de induccion
adipogénica durante un periodo de 8 dias. Se establecieron tres grupos experimentales:
un grupo control y dos grupos tratados con melatonina a dosis fisioldgica (1 nM) y
farmacologica (1 mM), respectivamente. En la Figura 1A se muestran imagenes
representativas de la tincion con Oil Red O, donde se puede comprobar que todos los
grupos experimentales exhibieron cambios morfolégicos caracteristicos de la
diferenciacion adipogénica, evidenciandose una transicién de un fenotipo alargado,
tipico de las ASC, a una morfologia mas redondeada (propia de adipocitos) con tincion
de las gotas lipidicas localizadas alrededor del nucleo celular. Se observé una mayor
acumulacion lipidica en los grupos tratados con melatonina en comparacién con las
células control. Sin embargo, la intensidad y cantidad de lipidos acumulados fue menor
a la esperada para una diferenciacion adipogénica completa, en comparacion con otras
lineas celulares como 3T3L-1.

La cuantificacion del acumulo de lipidos se presenta en la Figura 1B. Tal y como puede
observarse, los grupos tratados con melatonina mostraron un incremento significativo
en la acumulacién de triglicéridos en comparacion con el grupo control, siendo este
efecto mas pronunciado a la concentracion farmacoldgica de la indolamina.
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Figura 1. Efectos de la melatonina sobre la diferenciacion adipogénica de las
células ASC.

(A) Fotografias tomadas al microscopio de un campo representativo de cada grupo experimental
tefiido mediante Oil Red O. (B) Cuantificacién del acumulo de ftriglicéridos, expresado en
porcentaje del control. C: Control; Mel: Melatonina. a, p < 0,001 vs Control; b, p < 0,01 vs Control.
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Influencia de las células ASC diferenciadas sobre las células tumorales mamarias
(MCF-7)

Con el fin de analizar si la diferenciacién adipogénica de las células ASC tenia algun
efecto sobre las células tumorales de mama (MCF-7), se realiz6 un estudio de
proliferacion en estas células, empleando medio condicionado procedente de ASC
diferenciadas. Como se observa en la Figura 2A, la incubacion de las células MCF-7
con medio de diferenciacién de ASC inhibié de manera significativa su crecimiento en
comparacion con las células incubadas con medio no condicionado. Del mismo modo,
la melatonina a concentracién farmacolégica (1 mM) potencié aun mas este efecto
inhibitorio sobre el crecimiento celular.

Asimismo, considerando el papel clave de la sintesis de estrogenos a nivel del
microambiente tumoral mamario y sus efectos sobre la proliferacién, se decidid evaluar
los cambios que el medio condicionado inducia sobre la expresion génica de la principal
enzima convertidora, la aromatasa, asi como de dos de sus promotores: Pll 'y P1.4.
Como se muestra en la Figura 2B, la incubacién con medio condicionado obtenido
durante la diferenciacion de células ASC indujo una disminucion significativa en la
expresion de los tres genes mencionados. De manera similar, la presencia de
melatonina en dicho medio generd un efecto inhibidor adicional sobre dicha expresion,
a ambas concentraciones evaluadas.

Por ultimo, dado que la diferenciacion de las ASC hacia un fenotipo adipocitico conlleva
la pérdida de caracteristicas mesenquimales asociadas a su perfil pro-tumorogénico, se
plante6 analizar como este cambio afectaria a la expresion de genes relacionados con
la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y procesos angiogénicos en las células MCF-
7. Por ello, se llevé a cabo el analisis de los cambios en la expresion de los genes VEGF
(factor de crecimiento endotelial vascular); SNAI2 (gen correspondiente al represor 2 -
slug - de la transcripcion de la familia de SNAIL); y TWIST1 (proteina 1 relacionada con
la torsién), ambos factores de transcripcién clave en la adquisicién del fenotipo
mesenquimal. Los resultados se muestran también en la Figura 2B. En el caso del
factor de crecimiento VEGF, la incubacion con medio procedente del cultivo de ASC
redujo su expresion significativamente en comparacién con el medio no condicionado.
Por el contrario, la expresion de los genes relacionados con la EMT, SNAI2 y TWISTT,
se vio aumentada en presencia del medio condicionado. Por ultimo, en los tres casos
el tratamiento con melatonina redujo significativamente la expresién relativa de estos
genes, tanto a concentracion fisiolégica como farmacoldgica.
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Figura 2. Influencia del medio condicionado obtenido de ASC diferenciadas
sobre las células tumorales MCF-7.

(A) Proliferacion de células MCF-7 tras 5 dias de incubacién en medio condicionado obtenido de
células ASC durante su diferenciacién. Los resultados se expresan en porcentaje de las células
control (N.C). (B) Cambios en la expresion relativa normalizada de los genes Aro (Aromatasa),
PII (promotor 1), P1.4 (promotor 1.4.), VEGF, SNAI2 y TWIST1. N.C: Medio no Condicionado; C:
Control; Mel: Melatonina. a, p < 0,001 vs medio no condicionado; b, < 0,001 vs control.

Evaluacion del rol de la melatonina frente a los efectos de la radiacién ionizante
en células ASC

En primer lugar, se realizé un estudio de proliferacion en las células ASC expuestas a
distintas dosis de radiacion para decidir la dosis mas adecuada (Figura S1),
escogiéndose la dosis de 8 Gy al ser la que mostraba un efecto inhibidor mas
significativo sobre las células control. A continuacién, se decidié profundizar en el papel
modulador de la melatonina frente a los efectos inducidos por la radiacién ionizante en
esta linea celular. Tal y como se muestra en la Figura 3A, la radiacion inhibié de manera
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significativa el crecimiento celular en el grupo control a los cinco dias. Por su parte, la
melatonina fue capaz de potenciar el efecto inhibidor de la radiacion ionizante, tanto a
dosis fisiologica (1 nM) como farmacologica (1 mM).

En segundo lugar, se estudiaron los cambios en la expresion de diversos genes en
respuesta a la radiacion ionizante sola o en presencia de melatonina en el medio de
cultivo. Ademas de los genes ya descritos en el apartado anterior (VEGF, SNAI2 y
TWIST1) se incluyd el gen que codifica para la IL-6, una citoquina de perfil
proinflamatorio liberada por las células ASC y relacionada también con el inicio de la
transicion epitelio-mesénquima. Los resultados se muestran en la Figura 3B.

Respecto a VEGF, la radiacién ionizante inhibié de manera significativa la expresiéon de
este factor angiogénico y dicho efecto fue potenciado por la adicion de melatonina al
medio de cultivo.

En el caso de IL-6, no se encontraron cambios significativos en su expresion ni en las
células radiadas ni con el tratamiento con melatonina a dosis 1 mM.
Sorprendentemente, si se evidencid una reduccion significativa de su expresion en
aquellas células irradiadas y tratadas con melatonina a dosis fisiolégica (1 nM).

Por ultimo, en relacion con los genes relacionados con la transicion epitelio-
mesénquima, la radiacion aumenté de manera significativa la expresiéon de SNAI2 pero
no indujo ningun cambio significativo sobre la expresion de TWIST1. No obstante, en
ambos genes la melatonina indujo una disminucién significativa de su expresion con
respecto a las células radiadas, a ambas dosis ensayadas.
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Figura 3. Efectos moduladores de la melatonina sobre la radiacién en células
ASC.

(A) Proliferacion de células ASC expuestas a radiacion ionizante (8 Gy) sola o en presencia de
melatonina (1 mM, 1 nM) en el medio de cultivo. La proliferacion se valor6 cinco dias después
de la irradiacion y los resultados fueron expresados en porcentaje del control. (B) Cambios en la
expresion de los genes VEGF, IL-6, SNAI2 y TWISTT1 en respuesta a radiacién ionizante, sola o
combinada con melatonina. C: Control; Mel: Melatonina; S.R: Sin radiar; R: Radiadas. a, p <
0,001 vs S.R; b,p<0,001vs R; c,p<0,05vsR;d, p<0,01 S.R
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Influencia de las células ASC expuestas a radiacidn ionizante y melatonina sobre
las células mamarias tumorales MCF-7

Dado que los cambios inducidos por la radiacién ionizante y la melatonina sobre las
células ASC podrian modificar su comportamiento secretor, el siguiente objetivo de este
trabajo consistié en emplear medio condicionado de las células ASC tras su exposicion
a radiacion (8Gy), con o sin tratamiento de melatonina a dosis fisiolégica (1 nM) o
farmacologica (1 mM), y valorar sus efectos sobre las células tumorales MCF-7.

En primer lugar, se estudiaron los efectos de este medio condicionado sobre la
proliferacion de las células MCF-7. Tal y como se observa en la Figura 4A, el medio
condicionado procedente de las células ASC inhibi6 significativamente el crecimiento de
las células MCF-7 y no se observaron diferencias significativas cuando el medio
procedia de células que habian sido irradiadas. Este efecto inhibidor fue potenciado de
manera significativa por la melatonina a dosis farmacolégica (1 mM).

A continuacion, se decidid estudiar las interacciones paracrinas que existian entre
ambos tipos celulares, empleando para ello un modelo de cocultivo. Como se aprecia
en la Figura 4B, los resultados fueron muy similares a los obtenidos con el medio
condicionado ya que nuevamente la presencia de las células mesenquimales redujo de
forma significativa el crecimiento de las células MCF-7 y este efecto inhibidor fue
potenciado cuando el cocultivo fue sometido a radiacion ionizante. No obstante, en este
modelo experimental la adicion de melatonina al medio de cultivo no potencio el efecto
inhibidor obtenido con la radiacion ionizante.

Por ultimo, para valorar la capacidad de las células MCF-7 de formar colonias en
presencia de los diferentes medios condicionados se realizé un ensayo de
clonogenicidad cuyos resultados se presentan en la Figura 4C y 4D. La capacidad de
formar colonias no se vio afectada por la incubacién con medio condicionado procedente
de células ASC sin radiar. Sin embargo, si se redujo de manera muy significativa cuando
las células tumorales fueron incubadas con medio condicionado de células ASC
irradiadas. En cuanto a los medios condicionados que contenian melatonina, el niumero
de colonias fue significativamente mayor que en el caso del control radiado, no
habiéndose demostrado por tanto el papel inhibidor de esta indolamina sobre la
formacion de colonias.
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Figura 4. Efectos de las células ASC expuestas a melatonina y radiacién sobre
el crecimiento de las células MCF-7.

(A) Proliferacion de células MCF-7 tras cinco dias de incubacién en presencia de medio
condicionado de ASC expuestas a radiacion ionizante (8 Gy) sola o en presencia de melatonina
(1 mM, 1 nM). Los resultados se expresan en funcién del porcentaje del control no condicionado
(NC). (B) Cocultivos de células ASC y MCF-7 radiados (8 Gy), en presencia o ausencia de
melatonina. La proliferacion se midid sobre las células tumorales tras cinco dias y los resultados
se expresan en funcion de las células MCF-7. (C) Imagenes representativas del ensayo
clonogénico de células MCF-7 expuestas a los diferentes medios condicionados durante 8 dias.
(D) Cuantificacién del numero de colonias tedidas con cristal violeta bajo cada condicion
experimental. N.C: Medio no condicionado. C: Control. C.R: Control irradiado. R: Radiacién. Mel:
Melatonina. a, p < 0,001 vs N.C; b p<0,001 vs CR; ¢, p < 0,001 vs MCF-7; d, p < 0,01 vs MCF-
7+ASC; e, p<0,01 vs NC; f, p< 0,01 vs C; g, p < 0,05 vs C.

Dado que se observé una menor tasa de proliferacion en las células tumorales que
habian estado en contacto directa o indirectamente (a través del medio condicionado)
con las células ASC, en el siguiente grupo de experimentos se decidié valorar los
posibles cambios en la expresidon de genes relacionados con el ciclo celular y la
apoptosis (AKT1, CDKN1A y BAX2) como se muestra en la Figura 5A. Tanto en el caso
de AKT1 como de CDKN1A (p21), dos genes relacionados con el control del ciclo
celular, la expresién génica se vio inhibida de manera significativa con el medio
condicionado, siendo este efecto incrementado por la radiacion ionizante. Sin embargo,
la melatonina sélo fue capaz de potenciar de manera significativa el efecto inhibidor de
la radiacion cuando fue anadida a dosis fisiolégicas (1 nM). El ultimo de los genes
analizados fue BAX2 (proteina 4 similar a Bcl-2), relacionado con la apoptosis. Como
en los casos anteriores, la presencia de las células ASC inhibié de manera significativa
su expresiéon con respecto a las células incubadas con medio no condicionado. En este
caso la radiacion no potencié este efecto, aumentando su expresion de manera
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significativa con respecto al grupo de células incubadas con medio condicionado
procedente de células no radiadas. Este efecto de la radiacion ionizante fue disminuido
de manera significativa por la adicién de melatonina al medio de cultivo, a ambas dosis
empleadas.

Con el fin de estudiar el porcentaje de viabilidad de las células se realizé la de
determinacion de apoptosis con Anexina V, obteniendo los datos representados en la
Figura 5B y 5C. Los resultados no mostraron una activacion de la apoptosis en ninguna
de las condiciones ensayadas. Sélo el grupo tratado con melatonina a dosis fisiologica
exhibi6 una disminucion significativa de la viabilidad celular y un aumento de la necrosis.
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Figura 5. Papel de la melatonina en el efecto del medio condicionado de
células ASC radiadas sobre la supervivencia de células MCF7.

(A) Cambios en la expresion de los genes AKT1, CDKN1A y BAX2 en células MCF-7 tratadas
con medios condicionados procedentes de células ASC expuestas a radiacién ionizante, sola o
combinada con melatonina. (B) Ensayo de muerte celular mediante marcaje con anexina V y
yoduro de propidio (IP). N.C: Medio no condicionado. C: Control. C.R: Control irradiado. R:
Radiacion. Mel: Melatonina. a, p<0,001 vs N.C; b, p<0,001 vs C; ¢, p< 0,001 vs C.R; d, p<0,01
vs C.R; e, p<0,05 vs C.R; g, p<0,01 vs N.C; h, p<0,05 vs N.C; i, p<0,05 vs C.

Por ultimo, dado que la transicion epitelio-mesénquima se correlaciona con una menor
actividad proliferativa de las células tumorales, se decidi6 valorar la influencia del medio
condicionado sobre procesos clave en la progresion tumoral como son la migracion o la
transicion EMT. Para ello en primer lugar se estudiaron los cambios en la expresion de
diversos genes relacionados con estas vias (VEGF, PLAU, SNAI2 y TWISTT).
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Como se muestra en la Figura 6A, la expresion de VEGF aumentdé de manera
significativa con el medio condicionado de ASC y este efecto fue revertido parcialmente
por la radiacion ionizante. La adicién de melatonina al medio de cultivo potenci6 el efecto
de la radiacién a ambas dosis empleadas.

En relacion con los genes implicados en la transicion epitelio-mesénquima, SNAI2 y
TWIST1, los resultados son muy similares a los descritos para el factor VEGF. Sin
embargo, en el caso de PLAU, un gen implicado en adhesién que promueve la
degradacion de la membrana extracelular, el medio condicionado inhibié de manera
significativa su expresion y dicho efecto fue potenciado por la radiacion ionizante.

Para complementar estos resultados se decidi6 investigar los efectos de los diferentes
medios condicionados sobre la capacidad migratoria de las células MCF-7, empleando
para ello un ensayo de cicatrizacién de heridas (Wound Healing). Como se aprecia en
las imagenes de la Figura 6B, la herida se cerrd completamente tras 48 horas de
observacién en aquellas células incubadas con medio no condicionado. Sin embargo,
la incubacién con medio condicionado de células ASC resultdé en una disminucion
significativa de la distancia migrada en comparacion con las células control. No se
observaron diferencias ni con la radiacion ni con la adicién de melatonina al medio de
cultivo (Figura 6C).
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Figura 6. Efectos de la melatonina y del medio condicionado de células ASC
radiadas sobre la migracién de células MCF7.

(A) Cambios en la expresién de los genes VEGF, PLAU, TWIST1 y SNAIL2 en células MCF-7
tratadas con medios condicionados procedentes de células ASC expuestas a radiacion ionizante,
sola o combinada con melatonina. (B) Imagenes representativas iniciales (0 h) y finales (48
horas) del ensayo de migracion de células MCF-7 en presencia de los diferentes medios
condicionados. Escala 500 um. (C) Cuantificaciéon del area migrada a las 24 h y 48 h con respecto
a las células control. N.C: Medio no condicionado. C: Control. C.R: Control irradiado. R:
Radiacion. Mel: Melatonina. a, p < 0,001 vs N.C; b, p < 0,01 vs C; ¢, p < 0,001 vs C; d, p < 0,001
vs C.R;e,p<0,01vsN.C
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DISCUSION

Las células adiposas estromales (ASC) representan un componente fundamental del
microambiente tumoral mamario debido a su capacidad multipotencial y a su
participacion en procesos como la remodelacion tisular, la angiogénesis y la
inmunomodulacién 8. Si bien no son consideradas tumorogénicas per se, su interaccion
bidireccional con las células tumorales puede favorecer un microambiente protumoral,
promoviendo fendmenos como la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), la inflamacién
y la progresién neoplasica °.

La capacidad de estas células ASC para diferenciarse hacia distintos linajes adquiere
un papel critico en el contexto tumoral. Bajo la influencia de sefiales derivadas del tumor,
estas células pueden diferenciarse en fibroblastos asociados a cancer (CAF),
caracterizados por un perfil secretor proinflamatorio, proangiogénico y facilitador de la
progresion tumoral 2°. En contraposicion, su diferenciacion hacia adipocitos parece
representar una via menos tumorogénica, asociada a la pérdida de caracteristicas
mesenquimales y a una menor expresion de enzimas como la aromatasa, clave en la
sintesis de estrogenos a nivel local y sobreexpresada en tumores mamarios
dependientes de hormonas 2'. Se ha descrito en la literatura que esta enzima disminuye
significativamente cuando las ASC adquieren un fenotipo adipocitico, lo que sugiere un
posible efecto modulador del microambiente tumoral a través de la induccién de su
diferenciacién 22,

La melatonina, hormona secretada por la glandula pineal, ha demostrado un papel
relevante en el cancer de mama hormono-dependiente debido a su capacidad para
modular la sintesis local de estrégenos. Especificamente, inhibe la expresién y actividad
de la enzima aromatasa tanto en células tumorales como del microambiente tumoral,
reduciendo por tanto la actividad proliferativa del tumor 22. Asimismo, esta indolamina
ha sido ampliamente estudiada por su capacidad para inducir o favorecer la
diferenciacion en diversos tipos celulares, incluidos osteoblastos, neuronas o células
tumorales, a través de mecanismos que involucran rutas de sefializacion especificas y
regulacién génica 2425,

Por todo ello, en este trabajo se decidio investigar en primer lugar la capacidad de la
melatonina sobre la diferenciacion adipocitica de las células estromales adiposas (ASC),
dado que la adquisicion de este fenotipo puede modificar su papel en el microambiente
tumoral, volviéndolas menos protumorogénicas. Aunque algunos estudios cuestionan la
capacidad de las ASC para diferenciarse eficientemente a adipocitos bajo ciertas
condiciones in vitro %%, en nuestro trabajo se evidenciaron cambios morfoldgicos
compatibles con dicha diferenciacion, en especial tras el tratamiento con melatonina.
Asi, las células adoptaron una morfologia redondeada con acumulacion de gotas
lipidicas, caracteristicas tipicas de adipocitos, aunque con menor intensidad de lo
esperado en comparacion con otras lineas celulares 2’. Cabe destacar que existe
bibliografia que describe un efecto inhibidor de la melatonina sobre la diferenciacion
adipogénica 8. Sin embargo, en nuestro modelo experimental se evidencidé un aumento
significativo en la acumulacion de triglicéridos en los grupos tratados con melatonina.

Con el objetivo de evaluar el impacto de las ASC diferenciadas sobre las células
tumorales mamarias (MCF-7), se decidié valorar el efecto del medio condicionado
procedente de células ASC durante su proceso de diferenciacion sobre dichas células.
En nuestro caso, la presencia del medio condicionado inhibié significativamente el
crecimiento de las células tumorales y la melatonina a dosis altas fue capaz de potenciar
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dicho efecto inhibidor. Estos efectos podrian atribuirse a un cambio en el perfil secretor
de las células mesenquimales tras su diferenciacion, generando un microambiente
menos propicio para la proliferacién tumoral 2°.

Para complementar estos hallazgos, se examin6é como el cambio fenotipico de las ASC
influia a nivel molecular en las células MCF-7, evaluando la expresion de genes
implicados en la sintesis de estrégenos y en procesos relacionados con la progresién
tumoral. La presencia de medio condicionado de ASC diferenciadas indujo una
disminucion en la expresiéon del gen CYP19A1 (aromatasa), asi como en dos de sus
promotores: Pll, sobreexpresado en cancer de mama; y P1.4. Este efecto se vio
reforzado en presencia de melatonina, tanto a concentraciones fisiolégicas como
farmacoldgicas, lo que apoya el papel de esta indolamina en la modulacion de la sintesis
de estrégenos a nivel del microambiente tumoral.

Asimismo, el analisis de la expresion de VEGF, marcador clave de la angiogénesis
tumoral, mostré una reduccién significativa en presencia de medio condicionado de ASC
diferenciadas. Este efecto antiangiogénico fue igualmente potenciado por el tratamiento
con melatonina a ambas dosis, indicando una pérdida de capacidad angiogénica por
parte de las células tumorales en este contexto.

Por otro lado, la expresidén de genes relacionados con la transicidn epitelio-mesenquimal
(EMT), como SNAI2 y TWIST1, se encontr6 aumentada en presencia de ASC
diferenciadas, lo cual podria interpretarse como una senal de potenciaciéon de la
migracion celular, en aparente contradiccion con la descripcién de un fenotipo menos
agresivo ¥. Sin embargo, este efecto fue contrarrestado de forma significativa por la
melatonina, que redujo notablemente la expresién de ambos factores, posicionandose
como una potencial herramienta terapéutica para limitar la capacidad metastasica de
las células tumorales.

Estos resultados en conjunto destacan la posibilidad de combinar ASC diferenciadas y
melatonina como estrategia para modular el microambiente tumoral y reducir el
potencial proliferativo, angiogénico y metastasico del cancer de mama.

El uso de células estromales derivadas del tejido adiposo (ASC) en procedimientos de
reconstruccion mamaria ha generado un creciente interés por comprender su
comportamiento en contextos oncoldgicos, dado su potencial impacto en la evolucion
del microambiente tumoral *'. En estos entornos, las ASC pueden verse expuestas a
terapias antineoplasicas como la radioterapia, lo que podria modificar tanto su
funcionalidad como su perfil secretor *2. Por ello, el segundo gran objetivo de este trabajo
consistié en estudiar cémo la irradiacion influye en el crecimiento de estas células, asi
como el posible papel modulador de la melatonina.

Tal y como era de esperar la radiacion ionizante indujo una disminucion significativa de
la actividad proliferativa de las células ASC. En este trabajo se seleccioné la dosis de
8 Gy, dado que resultaba mas adecuada a las empleadas con anterioridad en el
laboratorio en la linea celular MCF-7 3 . Este efecto inhibidor de la radiacion fue
potenciado por la melatonina en ambas dosis ensayadas, tal y como habia sido descrito
anteriormente por el grupo en células MCF-7 34,

Asimismo, también se evalud la expresidén de genes relacionados con el secretoma

caracteristico de las ASC?®*, con el fin de explorar si la combinaciéon de radiacion y
melatonina influye en su perfil secretor y, por ende, en su potencial interaccion con el
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microambiente tumoral. En relacion con el factor proangiogénico VEGF, la exposicion a
radiacién indujo una disminucion significativa en su expresion, efecto que fue potenciado
por la melatonina tal y como ya se habia descrito para otras lineas celulares *. Estos
resultados coinciden con lo ya recogido en la literatura, que sefiala que la inhibicion del
factor VEGF en esta linea celular se ha relacionado con una menor capacidad
proliferativa y proangiogénica %’.

Por otro lado, la expresién de /L-6, una citoquina proinflamatoria secretada por las ASC,
no se vio significativamente modificada por la radiacion. Sin embargo, la melatonina a
dosis fisiolégica (1 nM) indujo una reduccién apreciable en sus niveles. Dado que la
secrecion paracrina de IL-6 por parte de las células ASC se ha relacionado con una
induccidon de la EMT en células tumorales®, este efecto de la melatonina resultaria
beneficioso al reducir la capacidad de estas células de inducir una mayor migracion
tumoral.

Respecto a los genes implicados en la transicion epitelio-mesénquima (EMT), se
observé que la radiacidn increment6 la expresion de SNAI2, un factor de transcripcion
clave en la pérdida de E-cadherina y por tanto de la adhesion; sin embargo, no se
observaron cambios significativos en la expresion de TWIST1, otro factor de
transcripcién que activa el fenotipo migratorio. Dado que SNA/2 es un regulador
temprano de la EMT, este patrdon podria indicar una activacion parcial de este proceso
en respuesta a la radiacion. No obstante, el tratamiento combinado con melatonina y
radiacién redujo significativamente la expresion de ambos genes, lo que apoyaria el
potencial de esta hormona como modulador negativo de procesos asociados a la
diseminacion tumoral, como ya se ha descrito anteriormente 3°.

Para poder profundizar en los efectos que las células ASC sometidas a radiaciéon
ionizante podrian tener sobre las células MCF-7, asi como el papel modulador de la
melatonina en este proceso, se realizaron experimentos con medio condicionado de
ASC o cocultivos, que permitian valorar de manera directa las interacciones paracrinas
entre ambos tipos celulares.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la presencia de las células ASC
inhibié de manera significativa la proliferacion de las células tumorales, tanto empleando
medio condicionado como en un modelo de cocultivo. Los datos recogidos en la
literatura son contradictorios, habiéndose encontrado tanto efectos similares *° como
contrarios ' .En relacién con la radiacion, no se observaron cambios significativos en el
caso del medio condicionado, si bien en el modelo de cocultivos ésta potencio el efecto
inhibidor de las ASC sobre el crecimiento de las células tumorales. Por ultimo, la
combinacion de radiacién con melatonina potencio el efecto de la radiacién en el medio
condicionado, aunque solo a dosis elevadas. Este resultado es coherente con estudios
previos que sefalan que esta indolamina mejora la sensibilidad de las células MCF-7 a
la radiacion 4?43, Estos resultados en conjunto sugieren que las células ASC tienen un
efecto inhibidor sobre el crecimiento tumoral y que la radiacién y la melatonina modulan
este efecto, especialmente en condiciones de contacto directo como en los cocultivos.

A continuacion, se decidid realizar una prueba mas funcional para valorar la actividad
proliferativa a largo plazo, como es la capacidad para formar colonias en células MCF-
7 incubadas con diferentes medios condicionados. La irradiacion de las ASC si generé
un efecto significativo cuando se emplearon como medio condicionado en la formacién
de colonias en células MCF-7. Estos resultados sugieren una alteracion del secretoma
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de las ASC irradiadas que conllevaria un impacto antiproliferativo sobre las células
MCF-7, un fenébmeno ya descrito en otros contextos celulares *¢. Sin embargo, en este
caso la adiciéon de melatonina al medio no potencié el efecto de la radiacion, lo que
contrasta con los resultados observados en otras condiciones de este trabajo.

Para profundizar en el impacto del medio condicionado procedente de ASC irradiadas
sobre la supervivencia de las células tumorales, se analizé la expresion de algunos
genes relacionados con apoptosis y ciclo celular (AKT1, p21 y BAX). La expresién de
AKT1, un regulador clave de la proliferacién y supervivencia celular, se redujo
significativamente tras la exposicion al medio condicionado de ASC, efecto que se
acentud cuando estas células habian sido irradiadas. La melatonina a dosis fisioldgicas
actué de manera sinérgica con la radiacion, intensificando la reduccién de la expresion
geénica observada. En referencia a la expresion de p21, reconocido por su papel como
inhibidor del ciclo celular promoviendo la detencidén en respuesta al dafio, su aparente
inhibicion podria interpretarse considerando su funcién dual. En situaciones de estrés
celular, como la irradiacion, la reduccion de p27 ha sido asociada con una transicion
desde una respuesta de parada de ciclo hacia rutas apoptéticas 4° En cuanto a BAX, un
gen proapoptotico, se observd una disminucion de su expresion cuando las células
fueron incubadas con los diferentes medios condicionados. Nuestros resultados difieren
de otros publicados en la literatura en los que se indica que el medio condicionado®® y
los exosomas*’ derivados de ASC inducen la apoptosis y reducen la viabilidad celular.

A continuacién, se decidid hacer un ensayo funcional de determinacién de apoptosis
mediante marcaje con anexina V. Los resultados no mostraron una activacién marcada
de la apoptosis en ninguna de las condiciones ensayadas, si bien hubo una reduccion
del porcentaje de células viables en los grupos tratados con medio condicionado que
contenia melatonina y un aumento del numero de células necroticas. Estos resultados
en su conjunto podrian indicar que el medio condicionado contendria factores
proinflamatorios y/o radicales libres que generasen un dafo celular directo sobre las
células tumorales.

Por ultimo, se decidié valorar la contribucién del medio condicionado de células ASC
expuestas a radiacion y/o melatonina sobre la transicion epitelio-mesénquima ya que
estudios previos han sefalado que la adquisicion de un fenotipo migratorio suele estar
asociada a una reduccion de la proliferacion celular 48,

Para ello se planted estudiar en primer lugar los cambios en la expresién de genes clave
en el fenédmeno angiogénico (VEGF) y en la activacion de la EMT (SNAI2, TWISTT1 y
PLAU). Respecto a VEGF, nuestros resultados muestran que su expresion aumenta con
el medio condicionado de ASC, lo cual concuerda con datos previos de la literatura que
describen la capacidad de estas células de promover la angiogénesis, motivo por el cual
se emplean en contextos clinicos para facilitar la cicatrizacion “°. Sin embargo, la
radiacion de las células ASC indujo una reduccién significativa de su expresién y este
efecto fue potenciado por la melatonina tal y como ya habia sido demostrado en el
laboratorio previamente en otras lineas celulares *°.

En cuanto a los genes TWIST1 y SNAI2, factores de transcripcidén tempranos en la
activacion de la EMT y el incremento de la plasticidad celular ', se observé un aumento
en su expresion ante el tratamiento con medio condicionado de ASC, lo que indicaria
un posible cambio hacia un fenotipo mas invasivo. De forma analoga a lo observado con
VEGF, tanto la radiacién como el tratamiento con melatonina revirtieron este efecto
estimulador. Sin embargo, PLAU (activador del plasminégeno tipo uroquinasa),
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fundamental en la parte final del proceso migratorio mediante la degradacién de la matriz
extracelular %2, mostro una expresion reducida en estas mismas condiciones.

Pese al aumento en la expresion de TWIST1 y SNAI2, los ensayos de migracién
mostraron una reduccién clara en la capacidad migratoria de las células tumorales
expuestas al medio condicionado. Esta aparente contradiccion podria deberse a que, si
bien se activa parcialmente el proceso EMT, la inhibicion de PLAU —y posiblemente de
otros mediadores tempranos de la migracion— limitaria la capacidad de las células para
llevar a cabo un proceso migratorio eficaz. Esto sugiere que la transicion fenotipica
podria estar incompleta o no ser funcional, afectando mas a la proliferacién o viabilidad
celular que a la migracion real.

En conclusién, el uso de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
(ASC) en terapias de reconstruccion mamaria continia generando incertidumbre,
especialmente debido a su potencial influencia en la progresién tumoral. Los resultados
obtenidos en este trabajo evidencian que la exposicidon de las ASC a radiacion afecta a
su funcionalidad y modifica su interaccion con las células tumorales. Una posible
estrategia para mitigar este efecto consiste en inducir su diferenciacion hacia un fenotipo
adipocitico, considerado menos pro-tumoral.

Asimismo, los datos presentados respaldan el papel relevante de la melatonina como
modulador del microambiente tumoral mamario, al mostrar su capacidad para reducir la
actividad de las ASC, asi como limitar procesos asociados a la progresién tumoral como
la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y la angiogénesis.

No obstante, sera necesario profundizar en estudios adicionales que consideren un
entorno mas complejo y representativo del contexto fisiopatolégico real, incorporando
otros componentes celulares y factores del microambiente tumoral. Dado el papel clave
de este nicho celular en la evolucién de los tumores, su estudio representa una via
prometedora para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en el cancer de
mama.
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METODOLOGIA

Reactivos quimicos

La melatonina empleada en los distintos procedimientos experimentales fue adquirida
en Sigma-Aldrich. La soluciéon madre (stock) se preparé disolviendo el compuesto en
etanol absoluto (100 %) hasta alcanzar una concentracion final de 100 mM.
Posteriormente, la solucién fue dividida en alicuotas y conservada a -20 °C hasta su
utilizacion. Para su aplicacion en cultivos celulares, se realizaron diluciones
directamente en el medio de cultivo, garantizando que la concentracién final de etanol
no superara el 0,1 % (v/v), con el objetivo de evitar efectos inespecificos derivados del
disolvente.

En los ensayos de migracioén celular, especificamente en los analisis de cierre de herida
(wound healing), se utilizé factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) (Sigma-
Aldrich), que fue disuelto y alicuoteado en tampén fosfato salino (PBS) a una
concentracion de 100 ug/ml, y conservado a -20 °C hasta su empleo en los ensayos
correspondientes.

Radiacién

Los cultivos celulares se expusieron a radiacion X usando un tubo modelo YXLON
SMART 200 (Yxlon International, Hamburgo, Alemania) a temperatura ambiente.
Basandonos en resultados previos del laboratorio (Figura S1) utilizamos radiacion de
8 Gy como dosis de radiacién 6ptima. Este equipo proporciona una tasa de dosis de
1Gy/min a 27cm de punto de generacién del haz de rayos X con la configuracion de
160kV y 4,5mA con un campo de irradiacion circular de 19,7 cm de diametro. Las células
de los grupos control se retiraron de la incubadora y se colocaron durante el mismo
periodo de tiempo en el irradiador, pero sin radiacién.

Cultivos celulares

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon dos lineas celulares. La primera
corresponde a la linea MCF-7, adquirida de la American Type Culture Collection
(ATCC), que deriva de un adenocarcinoma mamario y se caracteriza por la expresion
de receptores hormonales (ER+, PR+). La segunda linea utilizada fue ASC52telo,
compuesta por células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo e
inmortalizadas. Ambas lineas se conservaron mediante la preparaciéon de stocks
celulares, almacenados a -70 °C en presencia de un 10 % de dimetilsulféxido (DMSO)
como agente crioprotector.

El mantenimiento de las células MCF-7 se realizé6 en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), suplementado con un 10 % de suero fetal bovino
(SFB) y antibiéticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pug/ml). Por su parte, las
células ASC52telo se cultivaron en un medio especifico compuesto por CTS™
StemPro™ MSC SFM (Gibco), suplementado con un 5 % de GlutaMAX™, el suplemento
MesenPRO RS Growth Supplement (Gibco), antibiético G418 (0,2 mg/ml), y las mismas
concentraciones de penicilina y estreptomicina que en el caso anterior.

Ambas lineas celulares se mantuvieron como cultivos adherentes en placas de 10 cm
de diametro, incubadas a 37 °C en una atmosfera hiumeda con un 5 % de CO,.

Las células MCF-7 fueron subcultivadas al alcanzar una confluencia del 70-80 %. El
procedimiento consistié en retirar el medio de cultivo, realizar un lavado con tampoén
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salino fosfatado (PBS) y afiadir una solucion de tripsina-EDTA al 0,25 %. Tras una
incubacion de 3 a 5 minutos a 37 °C, las células fueron recogidas con medio de cultivo,
que actua como inhibidor de la tripsina. Posteriormente, se centrifugaron a baja
velocidad y se redistribuyeron en nuevas placas.

El subcultivo de las células ASC52telo requiri6 un protocolo adaptado a sus
caracteristicas. Se realizé un lavado inicial con PBS, seguido de una incubacion con
acutasa (1X) durante 3 minutos para facilitar la disociacién celular de la placa. Las
células fueron recolectadas anadiendo el medio correspondiente, centrifugadas en
condiciones similares a las descritas previamente y resuspendidas para continuar su
cultivo.

Para el recuento celular de ambas lineas, se tomd una alicuota de la suspension celular
post-centrifugacion, la cual se introdujo en una camara de Neubauer. El conteo se
realiz6 mediante microscopia Optica con un aumento de 10x, utilizando los cuatro
cuadrantes de las esquinas como referencia.

Cocultivos de células MCF-7 y ASC

Con el objetivo de evaluar si la presencia de células ASC influye en el comportamiento
de las células MCF-7, se empled un modelo de cocultivo. Para ello, se utilizaron placas
de 6 pocillos (Falcon), en las que se sembraron células MCF-7 por duplicado a una
densidad de 4 x 102 células por pocillo. Paralelamente, las células ASC se sembraron
también por duplicado en inserts (Falcon) con membranas permeables de poros de
0,45um de diametro, a una densidad de 1,2 x 10* células por insert.

Tras 24 horas de incubacion independiente en sus respectivos medios de cultivo, los
inserts con células ASC se colocaron sobre las placas que contenian las células MCF-
7. En ese momento, se afiadieron los tratamientos correspondientes (melatonina y/o su
diluyente) y ambos grupos celulares se incubaron desde ese momento con medio de
cultivo de las células ASC. En total, se prepararon dos placas de 6 pocillos. A las 24
horas, una de las placas —que contenia tanto células sin tratar como células tratadas
con melatonina— fue irradiada con una dosis de 8 Gy y la otra se dej6 sin radiar pero
fuera de la estufa el mismo tiempo, generando asi cinco grupos experimentales: solo
células MCF-7 (sin insert); control sin radiar; control radiado; células radiadas en
presencia de melatonina 1 mM en el medio de cultivo; y células radiadas con tratamiento
de melatonina 1 nM.

Este disefio experimental permiti6 analizar las interacciones paracrinas entre ambos
tipos celulares, asi como la influencia de la radiacion sobre los cocultivos. Las placas se
mantuvieron en incubacién durante cinco dias tras la irradiacion para llevar a cabo los
estudios de proliferacion sobre las células MCF-7.

Obtencion de medio condicionado de células ASC

Para investigar si las células ASC liberaban al medio de cultivo alguna sustancia capaz
de influir en el comportamiento de las células MCF-7, se utiliz6 medio condicionado.
Para ello, se sembraron células ASC en placas de 10 cm (Falcon) con una densidad
alta. Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 80-90 %, se aplicaron los
tratamientos correspondientes. Se prepararon un total de cuatro placas: dos
correspondientes a controles (sin tratamiento con melatonina) y dos tratadas con
melatonina a concentraciones de 1 mM y 1 nM, respectivamente. A las 24 horas, se
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irradiaron con una dosis de 8 Gy tanto las placas tratadas con melatonina como una de
las placas control. La otra placa control no se irradid, pero se mantuvo fuera de la estufa
durante el mismo periodo de tiempo, con el fin de asegurar que el tiempo fuera de las
condiciones de cultivo no influyera en los resultados.

Tras la irradiacion, todas las placas se mantuvieron en incubaciéon durante 72 horas.
Finalizado este tiempo, se recogié el medio de cultivo de cada condicion experimental,
se filtré6 mediante filtros con poro de 0,22 um para eliminar residuos celulares, y se
almacend a -70 °C en alicuotas hasta su uso en experimentos posteriores.

Diferenciacion Adipogénica

Para el estudio de la diferenciacién adipogénica, se empleé el kit comercial StemPro®
Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco). Las células ASC52Telo fueron sembradas en
placas a una densidad de 1 x 10* células/cm?. Tras 72 horas de cultivo en medio
estandar (MesenPRO RS™), éste se sustituyd por el medio de diferenciacion que
contenia 90 ml de StemPro® Adipocyte Differentiation Basal Medium, 10 ml de
StemPro® Adipocyte Supplement y 50 uL de gentamicina (10 mg/ml).

Las células se mantuvieron en condiciones de diferenciacion durante 8 dias, realizando
un cambio de medio al cuarto dia. Durante este periodo, se llevé a cabo un seguimiento
diario mediante observacion microscépica para monitorizar los cambios morfolégicos
asociados a la diferenciacion, prestando especial atencion a la formacion de vesiculas
lipidicas, caracteristicas del fenotipo adipogénico. Al finalizar el periodo de
diferenciacion, el medio de cultivo fue recogido vy filirado mediante filtros con poro de
0,22 ym para eliminar residuos celulares, y se almacend a -70 °C en alicuotas con el fin
de ser utilizado posteriormente como medio condicionado en otros ensayos celulares.

Finalmente, las células diferenciadas fueron tefiidas mediante el método Oil Red, una
técnica especifica para la deteccion de lipidos neutros acumulados en las vesiculas
intracelulares, lo que permitid confirmar visualmente la adquisicion del fenotipo
adipogénico.

Determinacioén de la diferenciacion mediante tinciéon con Oil Red O

Para la evaluacion de la diferenciacion adipogénica, se empled la tincion con Oil Red O,
un colorante lipofilico que permite visualizar y cuantificar la acumulaciéon de lipidos
neutros en el interior celular.

La solucion de tincion se prepard disolviendo 75 mg de Oil Red en 5 ml de alcohol
isopropilico. La mezcla se agité durante 15 minutos y posteriormente se dejé reposar
otros 15 minutos, obteniéndose una disolucion altamente saturada. Esta solucion fue
filtrada dos veces para eliminar posibles particulas no disueltas, y se le afnadieron 10 ml
de agua destilada. La solucion resultante es estable durante un periodo maximo de 2
horas.

Para la tincidn, las células previamente diferenciadas fueron lavadas con PBS y
posteriormente fijadas con paraformaldehido al 4 % durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Finalizada la fijacién, se realizaron dos lavados con agua destilada para
eliminar los restos de fijador. A continuacién, se afiadié la solucion de Oil Red O y se
incubé entre 2 y 4 horas a oscuras, dependiendo del grado de diferenciacion observado.
Una vez se confirmd la tincion de las células mediante observacion microscopica, se
realizaron tres lavados con agua destilada para eliminar el exceso de colorante, y las
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placas se dejaron secar en estufa. Posteriormente, las células tehidas
fueron observadas al microscopio (Zeiss Axiovert) para documentar la presencia de
vesiculas lipidicas.

Para la cuantificaciéon de la tincion, se afiadié 500 yL de alcohol isopropilico a cada
pocillo con el fin de solubilizar el colorante retenido en las células. La solucién resultante
se transfirid a una placa de 96 pocillos (Falcon), y se midié su absorbancia a 540 nm
mediante espectrofotometria. La intensidad de la absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de lipidos acumulados, y, por tanto, al grado de diferenciacion
adipogénica alcanzado por las células.

Medida de la proliferacion celular: Método MTT

Los estudios de proliferacion celular se llevaron a cabo utilizando las lineas MCF-7 y
ASC. En el caso de las células MCF-7, estas se sembraron en placas de 96 pocillos
(Falcon) a una densidad de 3 x 10°® células por pocillo, empleando medio DMEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) o con medio condicionado,
dependiendo del experimento. Por su parte, las células ASC se cultivaron en su medio
especifico a una densidad de 4 x 10° células por pocillo. Tras un periodo de 24 horas
para permitir una correcta adherencia al fondo de la placa, se afiadieron los tratamientos
correspondientes y se mantuvieron durante tres o cinco dias, dependiendo de los
experimentos.

En los estudios disenados para evaluar el efecto de la radiacion sobre las células ASC,
se aplicaba primero el tratamiento (melatonina o control), y transcurridas 4 horas, se
procedio a irradiar las placas.

La proliferacion celular se evalué mediante el ensayo colorimétrico del MTT, una técnica
basada en la actividad metabdlica de las células. Esta prueba mide la reduccion de una
sal de tetrazolio amarilla, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), en cristales de formazan de color morado, reaccién catalizada por enzimas
mitocondriales activas. Para preparar la solucion de trabajo, se diluyé 1 ml de una
solucion madre de MTT (12 nM en PBS) en 10 ml de medio de cultivo. Una vez retirado
el medio de las placas, se anadieron 100 ul de esta solucién a cada pocillo en las placas
de 96. Tras 4 horas de incubacion, los cristales formados se solubilizaron afnadiendo
110 uL de la misma solucién de SDS en HCI 0,01 N.

En el caso de los experimentos de cocultivos, realizados en placas de 6 pocillos, se
ajustaron los volumenes a la superficie de la placa, afiadiendo inicialmente 600 pL de la
solucion de MTT a cada pocillo y posteriormente 660 uL de una solucion de SDS en HCI
0,01 N para la solubilizacion.

En ambos formatos, las placas se incubaron durante 24 horas adicionales antes de
realizar la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm mediante un
espectrofotdmetro de placas. La cantidad de formazan generado es proporcional al
numero de ceélulas metabdlicamente activas, por lo que los resultados obtenidos se
interpretaron como una medida directa de la proliferacion celular. Cada experimento se
repitid al menos tres veces y los datos se expresaron como media + error estandar de
la media (SEM).
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Ensayo de Clonogenicidad

Para estudiar la influencia del medio condicionado procedente de células ASC
irradiadas, con o sin tratamiento con melatonina, sobre las células MCF-7, se llevo a
cabo un ensayo clonogénico. Este ensayo permite evaluar la capacidad de una sola
célula para sobrevivir y formar una colonia, lo que lo convierte en una herramienta
fundamental para analizar el efecto de los medios condicionados en términos de
viabilidad y proliferacién celular a largo plazo.

Para su realizacion, se utilizé agarosa de bajo punto de fusion (UltraPure LMP Agarose,
Invitrogen). Inicialmente, se sembraron 2 x 10° células por pocillo en placas de seis
pocillos (Falcon) y se incubaron durante 24 horas en medio DMEM. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y se afadi6 el medio condicionado, generando cinco
condiciones experimentales: un control negativo (medio MesemPro sin presencia de
ASC) y cuatro medios condicionados correspondientes a los grupos: control sin radiar,
control radiado, radiado con melatonina 1 mM y radiado con melatonina 1 nM.

Tras 24 horas de incubacion en estos medios, se procedié a realizar el ensayo
clonogénico. Para ello, se prepard una primera capa de agar al 3 % mezclado con el
medio condicionado correspondiente, obteniendo una concentracion final de agar del
0,5 %. Una vez solidificada esta capa, se afiadié una suspensién de 0,5 ml que contenia
1,45 x 10° células en su medio condicionado y 0,5 ml de medio condicionado con agar
(40°C) alcanzando una concentracion final al 0,5 %. Las placas se incubaron durante
una semana, realizando un seguimiento diario mediante microscopia.

Finalizado el periodo de incubacion, se aspird el medio y se realizaron dos lavados con
PBS. Las células se tifieron con 500 ul de cristal violeta (Sigma-Aldrich), lo que permitié
identificar las células viables. Tras 45 minutos de incubacion, las placas se lavaron con
agua y se dejaron secar a temperatura ambiente. Finalmente, se procedié al recuento
de colonias utilizando el software Imaged (versién 1.54v), mediante la herramienta
“Andlisis de Particulas” en cuatro campos representativos de cada grupo experimental.
Cada colonia se definié con un tamano entre 9000 y 50000 pixeles y una circularidad
entre 0,1y 1,00.

Determinacion de la muerte celular

Con el objetivo de analizar la muerte celular inducida en células MCF-7 por el medio
condicionado de células ASC radiadas, asi como el posible efecto modulador de la
melatonina, se llevé a cabo un ensayo de anexina V-FITC, utilizando Annexin V-FITC
Kit (Miltenyi Biotec). Esta técnica permite diferenciar entre células viables, apoptéticas
y necréticas mediante la deteccion de la externalizacion de fosfatidilserina y la pérdida
de integridad de membrana plasmatica.

Se sembraron triplicados de cada condicidon experimental con una densidad de 5 x 10°
células por pocillo, junto con tres controles adicionales: uno sin tincion (control de
autofluorescencia); uno con anexina V-FITC unicamente; y otro con ioduro de propidio
(IP) unicamente. Tras 24 horas de incubacion en medio DMEM, las células fueron
lavadas con PBS y tratadas con los respectivos medios condicionados: control negativo
(MesemPro sin presencia de ASC), medio condicionado de ASC no irradiadas, medio
condicionado de ASC irradiadas, y medios condicionados de ASC irradiadas
suplementados con melatonina a concentraciones de 1 mM y 1 nM. Después de 24
horas de tratamiento, las células fueron recogidas y centrifugadas.
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Para la tincion, las células se lavaron con tampén de unién (1x Binding Buffer), se
resuspendieron en 100 uL del mismo tampodn y se anadieron 10 pL de anexina V-FITC.
La mezcla se incubd durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizé un nuevo lavado, se resuspendieron las células en 500 uL
del tampdén de unidn y se afiadieron 5 uL de Pl inmediatamente antes del analisis por
citometria de flujo (Becton Dickinson FACS CANTO Il analyzer). Al menos 10.000
eventos fueron analizados usando los detectores FL-1 de 515 nm (verde) para la
deteccién de la fluoresceina (Anexina V-FITC) y un filtro FL-3 de 600 nm (rojo) para la
deteccién del ioduro de propidio. Los resultados se analizaron comparando el porcentaje
de células en cada cuadrante.

Extraccion de ARN total de las células en cultivo

Para los estudios de expresion génica, se sembraron aproximadamente 8 x 10° células
por pocillo en placas de 6 pocillos (Falcon), utilizando los medios de cultivo especificos
para cada linea celular. Tras un periodo de incubacion de 24 horas, se aplicaron los
tratamientos establecidos segun el disefio experimental.

En el caso de los analisis en células ASC, cuyo objetivo era valorar el efecto de la
radiacion ionizante, se plantearon cuatro condiciones experimentales: tratamiento con
melatonina a concentraciones de 1 mM y 1 nM, control radiado y un control sin
tratamiento ni irradiacion. Las células tratadas fueron irradiadas a 8Gy bajo condiciones
controladas, y tras un intervalo de 4 horas desde la irradiacion, se procedi6 a la lisis
celular para la posterior extraccion de ARN total.

Por otro lado, las células MCF-7 se emplearon para evaluar los cambios en la expresion
geénica tras incubacion con el medio condicionado procedente de las células ASC. En
este caso, las células fueron expuestas al medio correspondiente, y la lisis celular se
llevd a cabo 24 horas después de los tratamientos.

La extraccion de ARN total se realiz6 utilizando un kit comercial de Nzytech, que incluye
un tampén de lisis con tiocianato de guanidina, eficaz en la inactivacion de ARNasa.
Tras la lisis, el contenido de cada pocillo se transfiri6 a una columna de
homogeneizacion y se centrifugé a 11.000 x g durante 1 minuto. El eluido se mezclo
con etanol al 70 % y se transfirié a una columna de union, donde se incubé con ADNasa
reconstituida para eliminar posibles restos de ADN gendmico. Después de varios
lavados con los tampones incluidos en el kit, el ARN purificado fue eluido en 40 pL de
agua libre de ARNasa.

Finalmente, la cantidad y calidad del ARN extraido se evalu6 mediante
espectrofotometria (Implen). La concentracion se determiné a través de la absorbancia
a 260 nm, mientras que la pureza de las muestras se valoré6 mediante la relacion
A260/A280. Un cociente cercano a 2,0 indicé una muestra de ARN de alta calidad, libre
de contaminacién por proteinas.

Sintesis de ADN complementario (ADNc)

A partir del ARN total previamente extraido, se llevd a cabo la sintesis de ADN
complementario (ADNc) utilizando un kit comercial proporcionado por Nzytech. Para
cada reaccion se empled6 una cantidad de 1 0 2 ug de ARN, dependiendo de la expresion
de los genes, con un volumen final de 20 pl.
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La mezcla fue incubada en un termociclador siguiendo un programa que incluyé una
primera fase de incubacion a 25 °C, seguida de una segunda etapa a 50 °C, y finalizando
con una fase de inactivacién enzimatica a 85 °C. Una vez completado este proceso, las
muestras fueron enfriadas brevemente en hielo y se anadid6 NZY RNasa H con el
objetivo de eliminar el ARN residual tras la retrotranscripcion. Posteriormente, se realizd
una nueva incubacién a 37 °C para completar la degradacion del ARN. EI ADNc obtenido
fue empleado directamente en los ensayos de RT-PCR o conservado a -20 °C para su
utilizacién en analisis posteriores.

Deteccién de la expresion génica mediante PCR a tiempo real (RT-PCR)

Con el objetivo de evaluar posibles cambios en la expresién de genes de interés, se
llevé a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR). Para
ello, se sembraron células MCF-7 y ASC a una densidad de 8 x 10° células por pocillo
en placas de 6 pocillos (Falcon). Tras 24 horas de incubacion, se aplicaron los
tratamientos correspondientes. Tras 4 horas de tratamientos, se extrajo el ARN total
siguiendo el protocolo previamente descrito y se procedioé a la sintesis del ADNc.

Los cebadores utilizados para la amplificacion se detallan en la Tabla S1. Como gen de
referencia se empleo la subunidad ribosomal S14, debido a su expresién constitutiva, lo
que permite su uso como control interno para la normalizacion de los datos.

La técnica de RT-qPCR se basa en la deteccion de la fluorescencia emitida por el
marcador SYBR Green, que se une al ADN bicatenario generado durante la
amplificacién. A medida que avanza la reaccién, la fluorescencia aumenta de forma
proporcional a la cantidad de producto amplificado. El ciclo en el que la fluorescencia
supera un umbral predefinido se denomina Ct (threshold cycle) y se utiliza como
referencia para comparar los niveles de expresion entre muestras.

Las reacciones se prepararon utilizando reactivos del kit comercial de Nzytech. Cada
mezcla contenia 10 yL de NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x), 0,8 yL de cada
cebador, 2 yL de ADNc y agua libre de ARNasa hasta completar un volumen final de 20
ML. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Bio-Rad CFX Connect™, con
un programa térmico que incluia una activacion inicial a 95°C durante 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 segundos y alineamiento
a 60 °C durante 30 segundos.

Para comprobar la especificidad de la amplificacion, se afiadié una curva de disociacion
al final del protocolo. En esta fase, las muestras se calentaron progresivamente desde
60 °C hasta 95 °C, registrando la fluorescencia en tiempo real. El analisis de la derivada
de la fluorescencia en funcion de la temperatura permitio identificar la temperatura de
fusion (Tm) de los productos amplificados. La presencia de un unico pico indicé una
amplificacién especifica, mientras que la aparicion de varios picos reflejé la existencia
de productos inespecificos.

El analisis de los resultados se realizé mediante el software Bio-Rad CFX Maestro
(version 2.1). Los valores de expresion se normalizaron frente al gen de referencia
utilizando el método ACt, y se calcularon los cambios relativos mediante el método
AACt, segun el siguiente esquema:
AC=C; gen de interés — C; gen de referencia
AAC=AC: condicién experimental — AC; condicion control
Cambio relativo de expresion=2"24Ct
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Ensayo de Migracion Celular: Wound-Healing Assay

Se llevd a cabo un ensayo de migracion celular para estudiar el desplazamiento de las
células tumorales MCF-7 y la posible influencia del medio condicionado de células ASC
en este proceso. El ensayo se basé en la creacion de una brecha artificial de 500 ym en
un cultivo en monocapa utilizando inserts especificos (lbidi Culture-Insert 2 Well, 35
mm), a través de la cual las células migran hasta restablecer el contacto célula-célula.

Las células MCF-7 se sembraron a una densidad de 2,5 x 10° células/mL, afadiendo
70 pL de la suspension celular en cada compartimento del insert. Tras 24 horas de
incubacion, se comprobd la confluencia celular al microscopio y se retiraron
cuidadosamente los inserts con pinzas estériles. A continuacion, se realizaron dos
lavados con PBS para eliminar restos celulares, y se ahadieron 2,5 mL de los distintos
medios condicionados a los que se suplementd con hEGF a una concentracion final de
5 ng/mL.

La migracion celular se monitorizé en tres campos seleccionados al azar a lo largo de
la brecha, utilizando una camara ORCA R2 (Hamamatsu Photonics) acoplada a un
microscopio Nikon Eclipse-Ti (Werfen Group). Se tomaron imagenes cada 24 horas con
un aumento de 10X. El experimento se dio por finalizado una vez que las células del
grupo control (DMEM) completaron el cierre de la brecha, lo cual ocurrid
aproximadamente 48 horas después del inicio del ensayo.

La cuantificacién de la migracién se realizé midiendo el area inicial y final de la brecha
mediante el software Imaged (version 1.54p). La distancia recorrida por las células se
calculo aplicando la siguiente férmula:

Migracion celular = (érea inicial de la brecha — area final de la brecha) / 2

Analisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism
version 5.0 (GraphPad Software). En todos los casos se aplicaron pruebas
paramétricas, dado que las variables analizadas se ajustaban a una distribuciéon normal.
En particular, se efectuaron analisis de varianza de tipo paramétrico (ANOVA) y, en
aquellos casos en los que se detectaron diferencias significativas, se aplicé la prueba
de Student-Newman-Keuls con el fin de identificar diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos experimentales. Para comparaciones entre dos
grupos experimentales, se utilizaron pruebas t de Student no paramétricas.

Se consideraron resultados estadisticamente significativos aquellos con un valor de p <
0,05. Salvo indicacion expresa en contrario, todos los ensayos fueron repetidos al
menos en tres ocasiones bajo condiciones experimentales equivalentes. Los resultados
se presentan como la media * el error estandar de la media (SEM).
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Figura S1. Efectos de la radiacién ionizante y la melatonina sobre las células
ASC

Cuantificacion de la proliferacion de células ASC expuestas a distintas dosis de radiacion (4, 6,
8 Gy) y melatonina. La proliferacion celular se valoré mediante el método del MTT a los tres dias
de incubacidn tras la exposicion a la radiacion y/o melatonina. C: Control. Mel: Melatonina. a, p
<0,001vs C4 Gy; b, p<0,001vs C6 Gy; c,p<0,01vs C8Gy;
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GEN SECUENCIA
AKT1 | Fw AAGTACTCTTTCCAGACCC
Rv TTCTCCAGCTTGAGGTC
AROMATASA | Fw GTCGTGGACTTGGTCATGC
(Aro)
Rv CGAGTCTGTGCATCCTTCC
BAX | Fw AACTGGACAGTAACATGGAG
Rv TTGCTGGCAAAGTAGAAAAG
P21 | Fw CAGCATGACAGATTTCTACC
Rv CAGGGTATGTACATGAGGAG
14S | Fw TCACCGCCCTACACATCAAAC
Rv TCCTGCGACTGCTGTCAGAG
SNAI2 | Fw CAGTGATTATTTCCCCGTATC
Rv CCCCAAAGATGAGGAGTATC
TWIST1 | Fw CTAGATGTCATTGTTTCCAGAG
Rv CCCTGTTTCTTTGAATTTGG
VEGF | Fw ACCAAGGCCAGCACATAGG
Rv ACGCTCCAGGACTTATACCG
Pl Aro | Fw CTCTGAAGCAACAGGAGCTATAGA
Rv CAGGCACGATGCTGGTGATG
hPl.4 Aro | Fw AACGTGACCAACTGGAGCCTG
Rv CATCACCAGCATCGTGCCTG
PLAU | Fw GCTTTAAGATTATTGGGGGAG
Rv ATGTAGTCCTCCTTCTTTGG
hiL6 | Fw AGGAGACTTGCCTGGTGAAA
Rv CAGGGGTGGTTATTGCATCT

Tabla S1. Cebadores empleados en los estudios de expresién génica, en
sentido 5’-3°.

Los genes utilizados se encuentran implicados en el cancer de mama, la transicién epitelio-
mesénquima, supervivencia y progresion del ciclo celular.
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