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Resumen

ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION Y ACTIVACION DE FACTORES
RELEVANTES EN LA INVOLUCION MAMARIA'Y EL DESARROLLO TUMORAL.
EL ROL DEL ESTRES MECANICO EN ESTOS PROCESOS

RESUMEN

En la mama normal, LIF es el principal activador del factor de transcripcion STAT3,
responsable de inducir la apoptosis del epitelio secretorio durante la involucion. En el
cancer de mama STAT3 se encuentra frecuentemente activo aunque su rol biologico es
aun controversial. En este trabajo nos propusimos evaluar si el LIF producido localmente
es responsable de la activacion de STAT3 en tumores mamarios murinos. Por estudios in
vivo e in vitro determinamos que LIF se sobre-expresa en estos tumores, donde actla
como principal activador de STAT3. Encontramos ademas que LIF ejerce un efecto
opuesto en células normales y tumorales, inhibiendo e induciendo, respectivamente, la
supervivencia celular. A continuacion, decidimos evaluar si el estrés mecanico inducido
por la acumulacion de leche al final del amamantamiento dispara la expresion de factores
relevantes en la involucion y tumorigénesis mamaria. Para ello, disefiamos un dispositivo
gue permite “estirar” radialmente células creciendo en cultivo sobre membranas elasticas.
Encontramos que el estimulo mecanico es capaz de disparar en células mamarias la
activacion de cascadas de sefiales y la expresion de genes fundamentales en la
involucion y el desarrollo tumoral. En conjunto, nuestros resultados brindan nuevas
evidencias de la importancia de los factores locales en la regulacion de procesos

normales y patologicos de la glandula mamaria.

Palabras claves: glandula mamaria, tumores mamarios LIF, STAT3, estrés mecanico



Abstract

EXPRESSION AND ACTIVITY REGULATION OF FACTORS INVOLVED
IN MAMMARY INVOLUTION AND TUMORIGENESIS.
ROLE OF MECHANICAL STRESS IN THESE PROCESSES.

ABSTRACT

It has been demonstrated that LIF induces epithelium apoptosis through
STAT3 activation during mouse mammary gland involution. Although STATS3 is
frequently activated in breast cancer, its biological role is controversial. In this work,
we evaluated if locally produced LIF can be responsible for STAT3 activation in
mouse mammary tumors. In in vivo and in vitro studies we observed that LIF is over-
expressed in mouse mammary tumors, where it acts as the main STAT3 activator.
Furthermore, we found that LIF has opposite effects on normal and tumor epithelial
cells by inhibiting or inducing cell survival, respectively. Then, we decided to evaluate
if cell stretching caused by milk accumulation after weaning, triggers the expression
of relevant factors in mammary gland involution and tumorigenesis. To address this
issue, we designed a practical device that radially stretches mammary epithelial cells
growing on elastic membranes in culture. We found that mechanical strain is able to
trigger signaling cascades activation and gene expression relevant in involution and
tumor development. Together, these findings provide new evidence about the critical
role of local factors in regulating normal and pathological processes in the mammary
gland.

Key words: Mammary gland, mammary tu mors, LIF, STAT3, mechanical stress.
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Introduccion

1. La Glandula Mamaria
1.1 Historia evolutiva

La divergencia evolutiva entre los roedores y el ser humano ocurrié hace ya
75 millones de afos (Pevzner and Tesler, 2003), sin embargo, es sorprendente la
conservacion de los aspectos fundamentales del desarrollo normal y tumorigénico de
la glandula mamaria entre ambas especies (Cardiff, 2001). Es por eso que durante
décadas se ha utilizado como modelo de estudio mamario humano a la glandula
mamaria de roedores (ratas y ratones). Estos animales tienen muchas ventajas
como modelo de estudio. Utilizando técnicas de manipulacién génica y la tecnologia
de ratones knock out, se ha podido estudiar tanto el rol de una gran cantidad de
genes asi como también las cascadas de sefiales involucradas en las etapas del

desarrollo mamario normal y tumoral.

1.2.  Eldesarrollo normal de la glandula mamaria

La glandula mamaria es un Organo secretorio complejo cuyo desarrollo
morfologico y funcional se produce principalmente luego del nacimiento y en
estadios bien definidos. Comienza en la pubertad, continla durante la prefiez y
alcanza su mayor grado de diferenciacién funcional en la etapa de lactancia. Al
finalizar la lactancia se produce la involucion post-lactancia, periodo en el cual la
glandula mamaria retorna morfologica y funcionalmente a un estado similar al de una
hembra virgen mediante una masiva muerte de las células epiteliales de los alvéolos
y el posterior remodelado de la glandula. Este ciclo de proliferacién, diferenciacion y
muerte se repite ciclicamente con cada prefiez, y con mucha menor intensidad
durante cada ciclo estral que atraviese la hembra (Masso-Welch et al., 2000; Richert
et al., 2000).

La masiva muerte del epitelio secretorio y el gran remodelado que atraviesa
la glandula mamaria durante la involucién, convierten a la mama en un 6rgano
modelo para el estudio de procesos de desarrollo, diferenciaciébn, mecanismos de

muerte celular programada y procesos de remodelado tisular.
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1.2.1 Desarrollo y Diferenciacion

En el ratén, hay cinco pares de mamas subcutdneas ubicadas ventro-
lateralmente en ambos flancos del animal y distribuidas a lo largo de lo que se
denomina “linea mamaria”, la cual abarca desde la region toracica hasta la region
inguinal. Tanto en machos como en hembras, el desarrollo de esta glandula
comienza entre los dias 10 y 11 de desarrollo embrionario, cuando los brotes
epiteliales proliferan y se ramifican invadiendo el mesénquima Asi, hacia el dia 18
del desarrollo embrionario, se observa un arbol muy rudimentario de conductos,
sumergidos en el estroma adiposo (almohadilla de grasa) y cuyo conducto principal
se encuentra conectado al pezon. A partir de ese momento, el desarrollo mamario
se arresta hasta las 3 semanas post-parto, momento en el cual comienza la

pubertad en los ratones hembras (Masso-Welch et al., 2000; Richert et al., 2000).

Por lo tanto, al momento del nacimiento, la glandula mamaria consiste en un
parénquima epitelial formado por un pequefio arbol de conductos, donde cada rama
esta compuesta por una Unica capa de células epiteliales cuya cara apical rodea un
lumen central y un estroma formado por un tejido conectivo denso constituido por
fibroblastos, adipocitos, vasos sanguineos y, en algunos casos, ganglios linfaticos
con sus vasos correspondientes. Las células epiteliales que rodean al lumen se
denominan luminales y por debajo de ellas se encuentran las células mioepiteliales
gue a su vez se apoyan sobre una membrana basal rica en laminina que separa el
compartimiento epitelial del estromal. En la periferia de la almohadilla de grasa existe
una capsula fibrilar que funciona como barrera y determina el limite de la glandula
(Masso-Welch et al., 2000; Richert et al., 2000).

Durante la pubertad, en los machos, la testosterona actia sobre las células
del mesénquima inhibiendo el desarrollo de la glandula. En las hembras, en cambio,
el aumento de los niveles de secrecién de hormonas ovaricas, con la contribucién de
la hormona de crecimiento, inducen la activacion de cascadas de sefales
especificas y la activacion de genes que promueven la etapa de crecimiento de los
conductos. Este periodo se caracteriza por la formacién, en los extremos terminales
de los conductos, de unidades especializadas denominadas brotes terminales
(terminal end buds, TEBs). Los TEBs son estructuras multicelulares organizadas en
multiples capas de células epiteliales con una capa mas externa de células

pluripotentes no diferenciadas denominadas “células del capuchon” (cap cells). Los
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TEBs constituyen el frente de crecimiento de los conductos que invaden, se elongan
y se ramifican en conductos secundarios y terciarios dentro de la almohadilla de
grasa. Esta extensa actividad mitotica, estimulada por las hormonas ovéricas e
iniciada desde los TEBSs, continla hasta que la almohadilla de grasa es llenada por
completo. Asi, los estrogenos y la progesterona estimulan el desarrollo de los
conductos y alvéolos en la glandula mamaria de las hembras durante cada etapa del

ciclo reproductivo del ratén.

Al finalizar la pubertad, con el transcurso de los ciclos estrales, los TEBs dan
lugar también a brotes alveolares que mas tarde, durante el desarrollo, se
transforman en los alveolos secretorios. Cuando ya no existe mas lugar disponible
para el crecimiento de los conductos en la almohadilla de grasa, los TEB regresionan
y desaparecen y los conductos quedan en un estado de quiescencia (Masso-Welch
et al., 2000; Richert et al., 2000) (Figura 1).

La prefiez del ratdbn dura entre 19 y 21 dias. Al comienzo, ocurre la
proliferacion masiva en los conductos y la formacion de muchos brotes alveolares,
promovida por los elevados niveles de estrogeno, progesterona, otras hormonas
esteroideas ovaricas y hormonas pituitarias. Entre ellas se encuentran las que regula
el compromiso de las células epiteliales de un linaje ductal hacia uno alveolar (Ver
via JAK/STAT y STATSs en la glandula mamaria mas adelante). Durante esta etapa,
se produce un incremento de las células epiteliales con respecto a los adipocitos y
se forman capilares rodeando cada estructura alveolar. Durante la segunda mitad de
la prefiez los brotes alveolares se dividen y se diferencian a alvéolos, que son las
unidades funcionales para la produccién y secrecién de leche. Estas estructuras,
poseen también una capa de células epiteliales luminales y una capa de células
mioepiteliales. Las células luminales de los alveolos seran luego las productoras de
leche y las mioepiteliales funcionaran como elementos contractiles para promover su

expulsion hacia el exterior (Figura 1) .

Hacia el final de la prefiez el lactégeno placentario y la prolactina, actuando a través
de la activacion de la via JAK2/STAT5S (se describe con mas detalle mas adelante),
estimulan la diferenciacion alveolar y la lactogénesis. El estroma mamario ha sido
reemplazado completamente por alvéolos que ocupan toda la almohadilla de grasa y

a partir de este momento la glandula es capaz de producir leche.
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La leche estd compuesta por proteinas (diferentes caseinas, B-lactoglobulina, a-
lactolbumina, proteina &cida de suero (WAP), lactoferrina, transferrinas,
inmunoglobulinas y enzimas lipogénicas entre otras); lipidos (principalmente
triglicéridos) y lactosa (Kelly et al.,, 2002). Un dia antes del parto las células
epiteliales comienzan a secretar leche copiosamente y la liberacion de oxitocina por
parte de la hipdfisis estimula la contraccion de las células mioepiteliales alveolares
expulsando el contenido alveolar hacia el exterior (Masso-Welch et al., 2000; Richert
et al., 2000). Hacia el final de la prefiez y luego del parto, se produce una caida
abrupta de los niveles circulantes de estrogeno y progesterona sistémicos. A partir
de este momento la arquitectura funcional de la glandula se mantiene principalmente
gracias a la prolactina, liberada desde la glandula pituitaria en respuesta al estimulo
de succion de las crias, y a la colaboracién de los glucocorticoides en el crecimiento
alveolar y ductal y durante la lactogénesis (Reichardt et al., 2001; Topper and
Freeman, 1980). El periodo de lactancia es el estadio de maxima diferenciacion de
la glandula mamaria y perdura por 3 semanas, cuando se produce la falta
prolongada de succion debido a que las crias ya ingieren alimento sélido (Masso-
Welch et al., 2000; Richert et al., 2000) (Figura 1).

Lactancia Involucion

Figura 1. Estructura de la glandula mamaria durante el desarrollo post-natal. Se observa
el arbol de conductos de una hembra adulta virgen (arriba a la izquierda, la flecha sefiala
un brote terminal). Durante la prefiez se observa el desarrollo de las estructuras lobulo-
alveolares (flecha) que aumentan hasta alcanzar su maxima diferenciacion y tamafio
durante de lactancia donde se encuentran llenas de leche. Durante la involucion, la
mama regresa a un estado similar al de una hembra virgen, aunque un poco mas
ramificada y con algunos alvéolos. Fotografias tomadas a partir de montajes de glandula
mamaria completa.

Adaptado de (http://mammary.nih.gov/reviews/development/Development001).
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1.2.2 La involucién mamaria

Al producirse el destete, se inicia el proceso de involucion mamaria que,
como se menciond previamente, comprende la muerte del epitelio secretorio y el
remodelado de la glandula. La muerte del epitelio secretorio se da a través de un
tipo de muerte celular programada conocido como apoptosis que se caracteriza no
producir respuesta inflamatoria (Earnshaw, 1999). Si bien la involucion natural
producida por la falta de succién de las crias, luego de tres semanas de lactancia, es
un proceso lento y progresivo, como modelo experimental para el estudio de este
estadio, se utilizan hembras a las que se les retiran las crias luego de 5-10 dias de
lactancia. En este modelo, el retiro abrupto de las crias, genera una involucién
sincronizada en la que ocurren los mismos eventos que en la involucion natural
(Quarrie et al., 1996) (Figura 1).

Al iniciarse la involucién, se produce un cambio en la activacién de cascadas
de sefiales especificas y la regulacion de la expresion de genes que inducen la
apoptosis del epitelio secretorio. Este tipo de muerte celular, involucra la activacion
de una cascada de proteasas especificas denominadas caspasas, que pertenecen a
una familia altamente conservada de cisteina-proteasas. Las primeras caspasas que
se activan se conocen como caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9y 10) y aquellas
gue llevan a cabo el proceso apoptético, se denominan caspasas efectoras (3, 6 y
7). Una vez activadas las caspasas efectoras, el proceso de muerte se vuelve
irreversible. A su vez, estas cascadas de caspasas pueden activarse, al menos, a
través de 2 vias: la via intrinseca o via mitocondrial o a través de la via extrinseca o
de receptores de muerte. La activacion de la via intrinseca se caracteriza por
requerir un cambio en la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberacién
al citosol de proteinas mitocondriales, como el Citocromo c lo cual desencadena la
activacion de las caspasas efectoras (Figura 2). La permeabilizacion de la
membrana mitocondrial, es fundamental en la induccion de la apoptosis mediada por
esta via y se encuentra regulada, principalmente, por las proteinas de la familia Bcl-
2. Dentro de esta familia, existen miembros anti-apoptoticos (Bcl-2 y Bcl-XL por
ejemplo) y pro-apoptéticos (Bcl-Xc, Bax y Bad, por ejemplo). Mientras que la
activacion de la via extrinseca se produce cuando ligandos especificos como TNFa
o el ligando de Fas (Fas-L) se unen a los receptores de muerte (ej, TNFR1) ubicados

en la membrana plasmatica. La unién del ligando promueve la oligomerizacion de
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estos receptores y el agrupamiento de dominios citoplasmaticos del receptor
denominadas dominios de muerte, la consecuente asociacion de la proteina
adaptadora FADD (dominio de muerte de FAD o Fas-associated death domain), el
reclutamiento y activacién de la caspasa iniciadora 8 y finalmente, la activacion las

caspasas efectoras (Gewies, 2003) (Figura 2).

VIAEXTRINSECA

VIAINTRINSECA
Ligandos Fas-L,
TNFa, TWEAK

Receptores UV, radiacion, hipoxia

de muerte

Membrana
- plasméatica
Iniciadora —» Bid Mitocondria
Caspasa-8 \ !
@_,
Bax
Cytoc —
Apaf-1
Efectora /lt| ® AF
Caspasas 3 o Bcl-2/Bcl-x
Iniciadora
caspasa-9

Ndcleo

APOPTOSIS APOPTOSIS

Figura 2. Vias extrinsecas e intrinsecas de inducciéon de apoptosis. Esquema simplificado que
representa algunas de las proteinas involucradas en la induccién de la apoptosis por la via de
receptores de muerte y la via mitocondrial. Se indican algunas de las caspasas involucradas y se
esquematiza la comunicacion entre las dos vias mediada por Bid.
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En particular, la muerte apoptotica del epitelio secretorio durante la involucion,
se produce, principalmente por la via mitocondrial (Marti et al., 2001) aunque,
durante las primeras 12 horas de involucion, también se produce la activacion de la
via extrinseca como consecuencia del significativo aumento de los ligandos de
receptores de muerte TNFo, TWEAK, FasL y TRAIL durante este periodo (Clarkson
et al., 2004).

Durante la involucién, a nivel histol6gico, se puede observar el aplanamiento
de las células epiteliales alveolares debido al aumento de leche acumulada en el
lumen alveolar. La muerte de las células epiteliales alveolares por apoptosis
comienza desde muy temprano y alcanza un pico maximo a los 4 dias luego del
destete. Estas células apoptéticas son extruidas hacia el lumen y fagocitadas por las
células epiteliales vecinas o por macréfagos que invaden la region, sin embargo, la
estructura del epitelio permanece organizada. Hacia el tercer dia de involucion y a
medida que las células alveolares van siendo removidas, se produce el colapso de
los alvéolos en racimos de células epiteliales y se comienza a observar una gran
presencia de adipocitos. El epitelio comienza a desorganizarse, aunque las
estructuras alveolares aun se hallan presentes. El 4rea ocupada por los adipocitos
continta creciendo mientras que disminuye aquella ocupada por células epiteliales y
entre los dias 6 y 8 ya ha ocurrido la mayor parte de la apoptosis y colapsan todos
los alvéolos. La glandula continla el proceso de remodelado hasta el dia 21
aproximadamente, momento en el cual adquiere una estructura y grado de
diferenciacion similar al que poseia en el estado previo a la prefiez, con la mayoria

de su volumen ocupado por estroma (Richert et al., 2000).

Utilizando el modelo de involucion forzada descripto anteriormente, se ha
clasificado a la involucion mamaria en 2 etapas: una etapa reversible y otra
irreversible (Lund et al., 1996). La etapa reversible, abarca las primeras 48hs luego
del destete y se caracteriza por el comienzo de la apoptosis de las células epiteliales
alveolares. Si durante ese lapso reaparece el estimulo de succién, la muerte celular
se detiene y la lactancia se re-establece. Otro modelo para inducir involucion
consiste en sellar con pegamento quirdrgico sélo algunos de los pezones de la
hembra durante la lactancia, evitando la salida de leche, mientras se mantiene el
amamantamiento a las crias por el resto de las mamas. Estos estudios demostraron

gue la etapa inicial es regulada por factores locales que inducen la muerte del
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epitelio secretorio, cuya liberacion es disparada por la acumulacion de leche en cada
mama de manera individual, y que resulta independiente de los niveles de hormonas
circulantes (Kritikou et al., 2003; Li et al., 1997; Marti et al., 1997; Schere-Levy et al.,
2003). La segunda fase de la involucion mamaria, se inicia con la disminucién de los
niveles sistémicos de hormonas lactogénicas y resulta irreversible. Durante este
periodo se produce la mayor cantidad de muerte del epitelio secretorio y también,
debido al aumento de la actividad de metaloproteasas especificas (MMPs), se lleva a

cabo el remodelado de la glandula (Lund et al., 1996).

1.2.3 Factores y cascada de sefiales en la involucidon mamaria

Los cambios mas draméaticos en la morfologia y funcién de la glandula
mamaria ocurren durante la involucion post-lactancia (Andres and Strange, 1999;
Strange et al., 1995; Walker NI et al., 1989). En la ultima década, se han identificado
a la via JAK/STAT, la sefalizacién disparada por los receptores de muerte (en
particular TWEAK), la via inducida por TGFB3 y la inhibicion de la via PI3K/ AKT

como los componentes esenciales de la involucion mamaria.

1.2.3.1 La via JAK/STAT

La familia de las quinasas JAK, comprende a las proteinas quinasas JAK1,
JAK2, TYK2 y JAK3 que en su estado inactivo (des-fosforiladas) se las puede
encontrar libres o asociadas a los dominios citoplasmaticas de receptores acoplados
a tirosina-quinasas. La activacion de las JAKs se produce cuando citoquinas (LIF, IL-
6, IL-4, IL-13, OSM, CNT-F, CT-1 IFNy entre otras) u hormonas de crecimiento (GH,
PRL, PDGF, Insulina, entre otros) se unen a sus respectivos receptores. En el caso
de receptores con actividad de tirosina quinasa como los de PRL, PDGF e Insulina,
el cambio conformacional producido por la unién del ligando induce la activacion del
dominio con actividad quinasa, promoviendo su auto-fosforilacibn en residuos
tirosina especificos. Estos residuos de tirosina fosforilados del receptor, son
reconocidos por las JAKs. En el caso de los receptores, en donde la JAK inactiva se
encuentra constitutivamente asociada al dominio citoplasmatico del receptor (LIF, IL-

6, IL-4, IL-13, etc), la oligomerizacion inducida por la union del ligando produce el
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acercamiento de las JAKs promoviendo su autofosforilacién y/6 fosforilacién cruzada
en residuos de tirosina conservados. Ambos mecanismos de fosforilacion en tirosina
de las JAKSs, induce su actividad catalitica y promueve a su vez que fosforilen en
residuos tirosina al receptor creando sitios de interaccion para otras proteinas que
contengan dominios SH2 (dominios homologos a la proteina src) (Rane and Reddy,
2000; Rawlings et al., 2004). Una vez que las JAKs fosforilan los residuos tirosina del
receptor crean sitios de anclaje reconocidos por los dominios SH2 de los factores de
transcripcion STATSs. El reclutamiento de los STATs al dominio del receptor permite
gue sean fosforilados por las JAKs en un residuo tirosina determinado y una vez
fosforilados, los dimeros de STAT, se translocan al nucleo donde regulan las
transcripcion de genes especificos (Heinrich et al., 2003; Rane and Reddy, 2000;

Rawlings et al., 2004; Schindler and Plumlee, 2008) (Figura 3)
LIF
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Figura 3. Via de activacion JAK/STAT. Esquema del mecanismo de activacion de STAT3.
Los circulos amarillos indican fosforilaciénes en tirosina de las moléculas en los
diferentes componentes. Al activarse STAT3 se transloca al nicleo donde regula la
expresion de genes con secuencias ISRE/GAS. Algunas de las proteinas codificadas por
estos genes mediaran la regulacion negativa de esta via (por ej. las fosfatasas SOCS vy
CIS). Adaptado de http://www.cellsighal.com/reference/pathway/Jak Stat IL _6.html).
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La familia de factores de transcripcion STAT se encuentra integrada en
mamiferos por 7 miembros: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y
STAT6. Estos factores de transcripcion en su forma des-fosforilada se encuentran
mayoritariamente en el citoplasma formando complejos denominados “STATosomas”
(Schindler and Plumlee, 2008). Los STATs poseen varios dominios estructurales y/o
funcionales que a lo largo del N-terminal al C-terminal abarcan: un dominio de
oligomerizaciébn bien conservado, que promueve la formaciébn de dimeros
homotipicos de los STATs defosforilados, favoreciendo la posterior fosforilacién
conjunta; un dominio coiled-coil, que permite la asociacion con proteinas regulatorias
y el cual también ha sido implicado en el control de proceso de exportacion e
importacion al nucleo; un dominio de union al ADN, también muy conservado y que
media una fuerte unién a secuencias palindrémicas GAS (con excepcion de STAT2)
y el cual también ha sido implicado en la regulacion del transporte al nucleo (Figura
4).

; 3 ; union
NH2-terminal  coiled-coiled al ADN

O el

oligomerizacion SH2 transactivacion

Figura 4. Dominios estructurales de los STATs. Esquema de la distribucidn de los diferentes
dominios estructurales y funcionales en las moléculas de STATSs: la porcion NH2 terminal,
dominio coiled-coil, dominio de unién al ADN, dominio de oligomerizaciéon, dominio SH2, (Y)
que corresponde al sitio de fosforilacion en tirosina y (S) al de fosforilacion en serina y el
dominio de transactivacion.

La via JAK/STAT es el mecanismo principal de sefalizacion que utilizan
diversas citoquinas y factores de crecimiento en la regulacion de la proliferacion, el
estado de diferenciacion, la migracion celular y la muerte en mdultiples procesos
como la hematopoiesis, el desarrollo del sistema inmune y la adipogénesis (Rawlings
et al., 2004). En particular, en el epitelio mamario, es una de las vias criticas en
determinar el estado de diferenciacion, la supervivencia y la muerte por apoptosis El
inicio de la involucibn mamaria se caracteriza por un cambio en el patron de
fosforilacién, de miembros especificos de la familia STAT: una disminucién en los
niveles de pSTAT5A y pSTAT5B y sus formas sin fosforilar y un marcado aumento
de pSTAT3 (Li et al., 1997; Liu et al., 1996).
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A pesar de que el mecanismo de sefializacion de la via JAK/STAT es en
teoria relativamente simple, las consecuencias bioldgicas de la activacion de esta
camino de sefializacion se hacen mas complejas por las mdltiples interacciones que
esta via tiene con otras cascadas de sefales (Heinrich et al., 2003; Rane and
Reddy, 2000; Shuai, 2000). En primer lugar, los STATs pueden también ser
fosforilados en tirosina, de manera independiente de JAK por receptores de tirosina
guinasa, como el receptor del factor epidermal de crecimiento (EGFR), y por otras

tirosina quinasas como c-Src (Rane and Reddy, 2000; Rawlings et al., 2004).

Otra modificacion post-trasduccional que pueden sufrir los STATs (STAT1,
STAT3 y STAT5A y B) es la fosforilacion de un residuo serina. Aun es controversial
como esta fosforilacion regula la actividad de estos factores de transcripcion,
mientras algunos resultados sugieren que es necesaria para la formacién del
homodimero de STAT3 y su union al ADN (Zhang et al., 1995). Por otro lado, hay
trabajos que han demostrado que la fosforilacion en serina de STAT3, modula
negativamente su fosforilacion en tirosina y su actividad transcripcional (Chung et al.,
1997; Lim and Cao, 1999).

Aln no es claro cual o cuales son las quinasas de serina, responsables de
esta fosforilacion. Tanto STAT1 como STAT3 y STAT4 poseen un sitio de
fosforilacion conservado (-Pro-X-Ser-Pro-), propuesto para proteinas quinasas de
serinas activadas por mitdbgenos (Mitogen Activated Protein Kinases o MAPKS),
sugiriendo que las mismas participan en la fosforilaciéon de estos STATs. Por otro
lado, dependiendo del sistema estudiado y la citoquina o factor de crecimiento
investigado se han encontrado varias quinasas involucradas en esta fosforilacion (ej.,
p38: STATs 1, 3 & 4; ERK: STATs 3 & 5; JNK: STAT3), PKCd (STAT1 & STAT3),
MTOR (STAT3), NLK (STAT3), CaMKIl e IKKe (STAT1). Sin embargo, se han
realizado muy pocos experimentos que avalen el rol de estas serina-quinasas en la

regulacion de la actividad transcripcional de los STATS.

La regulacién de la sefalizacion de los STATs se encuentra finamente
regulada en términos de intensidad y duracion de la sefial a través de mecanismos
entre los que se incluyen la familia de supresores de la sefializacion de citoquinas
(SOCS), las proteinas inhibitorias de la apoptosis (PIAS) y fosfatasas en tirosina
(PTPs) (Rane and Reddy, 2000; Xu and Qu, 2008). Los STATs se encuentran

regulados por multiples vias de tirosina quinasas y por ende resultan ser moléculas
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claves donde convergen y se integran los efectos de diversos estimulos. Para
agregar complejidad, actualmente existen evidencias que indican que los STATsS
podrian sufrir otro tipo de modificaciones post-traduccionales como metilacion,
acetilacion y SUMOilacion (Frank, 2007).

De PRL/JAK/STATS a LIF/JAK/STAT3

Como mencionamos anteriormente, el inicio de la involucibn mamaria se
caracteriza por un cambio en el patrén de fosforilacion y activacion, de miembros
especificos de la familia STAT: una disminucion en los niveles de pSTAT5A y

pSTATSB y sus formas sin fosforilar y el marcado aumento de pSTATS3.

STAT5A - Desarrollo I6bulo-alveolar y expresion de proteinas de la leche

Durante la lactancia, la Prolactina (PRL) circulante, media su efecto a través
de la unién de esta hormona a su receptor especifico (RPRL). La dimerizacién del
receptor de RPRL inducida por el ligando recluta y activa a la quinasa JAK2 la cual a
su vez produce la fosforilacion de STAT5A y STAT5B. Una vez fosforilados, estos
factores se translocan al ndcleo y regulan la expresion genes involucrados en la
supervivencia y diferenciacion de los I6bulos secretorios y genes que codifican para
proteinas de la leche como WAP y [-caseina. La relevancia de la via
PRL/JAK2/STATS en el desarrollo I6bulo-alveolar y la lactancia sali6 a la luz a raiz a
partir de varios trabajos en los que se utilizaron ratones knock out. Los ratones knock
out para PRL y PRLR (Horseman et al., 1997; Ormandy et al., 1997) mostraron un
fenotipo mamario muy similar a ratones knock out, especificos para JAK2 en
glandula mamaria (Wagner et al., 2004) que se caracterizan por la falta de desarrollo
I6bulo-alveolar y de lactancia. Esto también se observo en los ratones con pérdida
en la expresion de STAT5A o de STATS5A y STATS5B (que tuvieron el mismo
fenotipo). Asi, se determiné que en conjunto, estos dos factores de transcripcion
median las respuestas a PRL y GH en la glandula mamaria (Teglund et al., 1998).
Sin embargo, aunque en general los factores STAT5A y STATS5B presentan
funciones redundantes en otros tejidos, s6lo STAT5A es indispensable para la

morfogénesis de la glandula mamaria y la produccion de leche durante la lactancia.
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Ratones knock out para STAT5a tuvieron reducido el desarrollo l6bulo-alveolar
durante la prefiez y la lactancia no pudo llevarse a cabo por falta diferenciacién aun
en presencia de STAT5B. Es por ésto que el estado de fosforilacion de STAT5A es
considerado como un indicador del estado de diferenciacion del epitelio mamario
(Liu et al., 1996; Watson, 2001; Watson and Khaled, 2008).

STAT3 — El mediador esencial de la involucién mamaria

La involucion mamaria comienza al interrumpirse el amamantamiento con la
activacion de la via LIF/JJAK/STAT3 como principal responsable encontrada hasta el

momento.

Inicialmente, el marcado aumento de los niveles de fosforilacion de STAT3 en
la involucién mamaria, reveld su potencial rol durante este estadio. Debido a que la
inactivacion de STAT3 es letal para el embrion (Takeda et al., 1997), fue en estudios
de delecion condicional de STAT3 a través de la expresion especifica de la
recombinasa Cre en el epitelio mamario durante la lactancia (Selbert et al., 1998)
gue se demostré que STAT3 es esencial para el inicio de la apoptosis y el
remodelado de la mama durante la involucion (Chapman et al., 1999). Estos
resultados fueron posteriormente confirmados por otro grupo de trabajo
independiente, en ratones knock out para STAT3 (Humphreys et al., 2002). En
ambos estudios la ausencia de STAT3 retrasé la fase de la involucién por varios
dias, demostrando la importancia de la activacion de este factor de transcripcion en

la induccion de la involucidon mamaria.

Con el objetivo de identificar qué factores eran relevantes en la activacion de
la via JAK/STAT3 durante la involucion mamaria, Hennighausen y su grupo
analizaron el desarrollo de las glandulas mamarias de ratones knock out para en IL-
6. IL-6 pertenece a la familia de citoquinas de IL-6 junto LIF, OSM, IL-11, CT-1y
CNTF-1. IL-6 se une a su receptor IL6Ra (gp80), recluta e induce la
homodimerizacion de 2 subunidades transductoras de la sefial (gp130) promoviendo
la activacién de la via JAK/STAT3. Hennighausen y sus colaboradores, habian
encontrado que tanto IL-6 como su receptor aumentaban su expresion durante la
involucion mamaria en los ratones wild type. Al momento de analizar las mamas de

los ratones knock out para IL-6, observaron un retraso limitado en la involucion
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mamaria, que se caracterizaba por un pequefio retardo en la aparicion de células
apoptdéticas en comparacion con las mamas wild type. Llamativamente, los niveles
de pSTATS3 resultaron similares a los de los ratones control (Zhao et al., 2002)
indicando que IL-6 no tendria un rol principal en la activacion de la via JAK/STAT3

durante la involucién mamaria.

El LIF es el activador de STAT3 en el epitelio mamario

El LIF es una glicoproteina de secrecion de 38 a 67 kDa que pertenece a la
familia de citoquinas de la familia de IL-6 y su nombre deriva del efecto que se
observé que tiene en la diferenciacion de células leucémicas mieloides a macréfagos
(Gearing et al., 1987). Esta citoquina se expresa en una gran variedad de tejidos
adultos y despliega diferentes actividades bioldgicas. Por ejemplo, el LIF regula las
funciones enddcrinas del eje hipotalamo-pituitario—adrenal, la unidad Utero-placental,
mantiene la pluri-potencialidad de células madres embrionarias, la diferenciacion de
la linea hematopoyética y la diferenciacion neuronal (Bousquet and Melmed, 1999;
Ernst et al., 1999; Gadient and Patterson, 1999; Kim and Melmed, 1999; Schwartz et
al., 1999; Taga and Kishimoto, 1997).

Es interesante que mas alla de la redundancia funcional que existe entre los
integrantes de la familia de IL-6 en varios tejidos, trabajos de nuestro grupo y el de
Watson, identificaron al LIF como responsable fisiologico de la activacién de la via
JAK/STAT3 en el epitelio mamario al inicio de la involucibn mamaria post-lactancia
(Kritikou et al., 2003; Schere-Levy et al., 2003). En el primero de los trabajos,
demostramos que el LIF y su receptor (LIFR) se expresan durante los diferentes
estadios del desarrollo mamario. Encontramos que los niveles de expresion de LIF
son altos durante el desarrollo temprano y la prefiez, disminuyen hasta niveles
indetectables durante la lactancia y aumentaban significativamente al inicio de la
involucion mamaria alcanzando un pico a las 48 horas luego del destete, sin
observar modulacion de los niveles de la subunidad especifica de su receptor
(gp190) Ademas, reportamos la capacidad del LIF para activar STAT3 en un estudio
donde se observé que el implante de pellets de LIF indujo la fosforilacién de STAT3
y la apoptosis del epitelio en mamas lactantes (Schere-Levy et al., 2003). Este

trabajo aporté méas evidencias de que la muerte del epitelio secretorio no depende
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de los niveles de hormonas lactogénicas circulantes. En paralelo, el grupo de
Watson observd que en las glandulas mamarias de ratones knock out para LIF, la
involucién sufria un retraso importante, con niveles de fosforilacion de STAT3
indetectables y la muerte por apoptosis marcadamente disminuida (Kritikou et al.,
2003).

Como se menciond previamente, la activacion de la via JAK/STAT3 por parte
de citoquinas inflamatorias puede ser modulada por multiples interacciones con otras
vias de sefalizacion que se regulan marcadamente durante el desarrollo mamario.
Entre ellas se encuentran la via de las MAPKs y la via de PI3K, que a su vez pueden
estar mediadas por la activacion de otros receptores como el EGFR y GR
(Carpenter, 1999; Edwin et al., 2006; Lerner et al., 2003).

1.2.3.2 MAPKs

Las MAPKs son activadas por diversos tipos de estimulos y han sido
asociadas al control de procesos celulares tan importantes como la proliferacion

celular, el crecimiento de la célula, la apoptosis y la diferenciaciéon (Katz et al., 2007).

Las cuatro MAPKs mejor descriptas son: ERK 1 y 2 (Extracellular signal-
Related Kinases), JNK 1, 2 y 3 (Jun amino-terminal Kinases), p38-MAPK y ERK 5
(Katz et al., 2007). Las MAPKs se activan al ser fosforiladas en tirosina y treonina
por quinasas duales especificas, las quinasas de MAPK (MAPKK, MEKS), en un
motivo conservado TXT (treonina, X, tirosina) de su dominio quinasa (Figura 5) . La
actividad de las quinasas de MAPKs se encuentra, a su vez, regulada por
fosforilacién en serina y treonina en un motivo conservado de su dominio quinasa,
por las quinasas de quinasas de MAPK (MAPKKK o MEKKS), que son la capa mas
externa en la cascada de sefializacion. La activacion de estas Ultimas se encuentra
determinada por diferentes factores entre los que se encuentran otras quinasas y
proteinas pequefias que unen GTP (sGp). Las proteinas sGp de la via ERK son las
proteinas Ras (Dhillon and Kolch, 2002; Lee et al., 2002) mientras que los miembros
de la familia Rho (RAc1, Cdc42, RhoA y RhoB) actian en las vias de la p38 y JNK
(Dong et al., 2002) (Figura 5). Las caracteristicas de activacion en capas es
compartido por las 4 cascadas o médulos de MAPKs mencionados refiriéndose su

nombre al componente de la capa mas profunda. Enzimas especificas, denominadas
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fosfatasas, hidrolizan estas proteinas fosforiladas finalizando la sefial de activaciéon
de las mismas. A pesar de que cada una de estas cascadas comparte el patron de
activacion, existen estrictas especificidades dentro de cada mddulo de MAPKs (ERK,
JNK o0 p38) preservandose un cierto grado de linealidad dentro de cada via. Las
MAPKKKs son a menudo muy selectivas, y no entrecruzan miembros de diferentes
unidades MAPK, en algunos casos MAPKKs pueden discriminar entre isoformas de
un modulo dado (Mayor et al., 2007). Sin embargo, la comunicaciéon cruzada entre
distintos médulos de MAPKs mas aun, entre distintos tipos de sefializacién, es muy
frecuente.

ERK1y2

La via de MAPK de ERK1/2 se activa generalmente, a través de receptores
con actividad de quinasa en tirosina 0 de receptores acoplados a quinasas en
tirosina como las JAKs, o de receptores acoplados a proteinas G. Las principales
ERKs en mamiferos, ERK1 y ERK2, son activadas por las MAPKKs MEK1 y MEK2

al ser fosforiladas en el motivo conservado TEY especifico de las ERKs.

Las proteinas blanco de ERK1/2 incluyen factores de transcripcion (Elk-1, Ets
1y 2, Sapla, m-Myc, c-Fos), proteinas adaptadoras, enzimas quinasa (p90RskS6,
fosfolipasa A2) y receptores de superficie celular y nuclear (como el receptor del
factor de crecimiento epidermal y los receptores estrogénicos), entre otros. El
estudio de las consecuencias fisiologicas mediadas por la sefializacion de ERK se
ha visto facilitado por la disponibilidad de inhibidores farmacologicos de la accion de
ERK, como el PD98059 y el U0126, entre otros. Estas moléculas actian inhibiendo
la actividad catalitica de las MAPKKs MEK1 y MEK2 pero, como sucede con la
mayoria de los inhibidores farmacoldgicos, la especificidad del PD98059 no es
absoluta ya que posee un potente efecto inhibitorio de la ciclo-oxigenasa 1y 2 y
ademas sobre los receptores de arilo (Reiners et al., 1998). Desde una perspectiva
fisiologica, la sefalizacion por ERK1/2 participa principalmente en procesos

mitogénicos, en la diferenciacion y migracién celular (Katz et al., 2007).

En el caso de los receptores acoplados a quinasas en tirosina como los
receptores de la familia de IL-6, en particular para gp130 y el LIFRa, la activacion de

ERK 1 y 2 se produce porque, al ser fosforiladas las subunidades del receptor, se
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induce el reclutamiento de SHP2 (SH2-domain-containing tyrosine phosphatase) que
al ser fosforilada en tirosina por las JAKs, interacciona con el complejo Grb2-SOS
(growthfactor-receptor-bound protein/Son of Sevenless). El reclutamiento de SOS,
que es un factor intercambiador de nucle6tidos guanina al complejo receptor en la
membrana, promueve el intercambio de GDP por GTP en la proteinas G pequeia
Ras que se activa e induce la fosforilacion de Raf (MAPKKK). Raf activada fosforila y
activa a MEK (MAPKK) la cual a su vez, como describimos antes, continda en la

progresion de la cascada, activando a ERK 1y 2 (Heinrich et al., 2003).

ERK1y 2 en la glandula mamaria

Cuando se analizaron los niveles de expresiéon y fosforilacion de la MAPK
ERK1/2 durante los diferentes estadios del desarrollo de la glandula mamaria, se
observo que ERK1 y 2 se activaban de manera reciproca a STAT3. Los niveles de
pPERK1/2 eran altos durante el desarrollo temprano (hembra virgen), la prefiez, la
lactancia y disminuian significativamente al iniciarse la involucién. Cuando se
analizaron los niveles de pERK1/2 y pSTAT3 en las glandulas mamarias de ratones
knock out para LIF, observaron una disminucion de los niveles de pERK en etapas
tempranas del desarrollo (virgen) y a pesar de los bajos niveles de pERK de las
mamas en involucion de los ratones wild type, los niveles de activacion de ERK1/2
disminuian aun mas en ausencia de LIF. Esto sugeria que LIF al unirse a su
receptor, estaba induciendo la activacion de esta MAPK. Por otro lado, cuando
compararon los niveles de fosforilacion de ERK y STAT3 en mamas en involucion de
ratones knock out para STAT3, observaron que los niveles de pERK aumentaban
draméaticamente (Kritikou et al., 2003), sugiriendo que STAT3 regula negativamente
los niveles de pERK durante la involucion y que la supresién de la activacion de esta
via de supervivencia es necesaria para que se lleve a cabo normalmente la
involucion de la mama. Estos resultados, fueron parcialmente confirmados por
estudios in vitro, con células epiteliales mamarias, en los cuales el tratamiento con
LIF indujo un rapido aumento de los niveles de pERK1/2 y pSTAT3 sin embargo,
mientras los niveles de pSTAT3se mantenian durante horas, los de pERK1/2
disminuian rapidamente (Kritikou et al., 2003). Se han publicado varios trabajos que
muestran mas evidencias de la activacion de ERK1/2 a través de citoquinas de la

familia de IL-6 en mama, por ejemplo, en ratones knock out para IL-6 (Zhao et al.,
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2002) o para la subunidad gp130 (compartida por los receptores de la familia de IL-
6) (Zhao et al., 2004) los cuales tenian disminuidos los niveles de pERK comparados

con aquellos de los ratones wild type.

En conjunto, estas observaciones indican que tanto LIF como IL-6 activan las
vias de ERK y de MAPKSs, e inducen la activacion de STAT3, pero que, sin
embargo, es necesario que los niveles de fosforilacion de ERK1/2 disminuyan para
gue STAT3 pueda inducir la apoptosis del epitelio mamario. Ademas, dichas
observaciones aportan evidencias de que STAT3 podria estar regulando

negativamente la via de supervivencia dada por la activacion de las MAPKs ERK1/2.

JINK

Los miembros de la familia de JNK se activan generalmente en respuesta a
estrés celular como hipertonicidad, radiacion ultravioleta, shock térmico y por la
accion de citoquinas pro-inflamatorias. Dentro de esta familia se encuentran JNK1
(conocida también como p46 o SAPK1ly) y JNK2 (conocida también como p54 o
SAPK1la), ambas de expresion ubicua y JNK3 (también conocida como p49 o
SAPK1p) que se expresa Unicamente en cerebro. Los miembros de la familia INK se
activan por fosforilaciéon dual de los motivos TPY y tienen como proteinas blanco
principalmente a los factores de transcripcion c-Jun, Elk-1, ATF2, DPC4, NFAT4, y
p53. Se han disefiado también inhibidores farmacoldgicos de la via de sefalizacion
de JNK que facilitan el estudio de la transduccion de la sefial. Un inhibidor muy
utilizado es el SP600125, que inhibe directamente la actividad de las distintas
guinasas JNK. In vivo, el camino de sefializacion de JNK patrticipa principalmente en

procesos de inflamacion, tumorigénesis y apoptosis (Karin and Gallagher, 2005).

JNK en la glandula mamaria

La participacion de JNK durante la involucion mamaria fue revelada por Marti
y colaboradores al analizar la actividad enzimatica de esta MAPK, sobre el
reconocido sustrato c-Jun (Hibi et al., 1993) en extractos provenientes de glandulas
mamarias murinas en estadio de lactancia o al tercer dia luego del destete. Ellos

detectaron unas cinco veces mayor actividad de JNK en los extractos provenientes
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de mamas involucionando comparado con los niveles encontrados en mamas
lactando. Posteriormente, observaron por inmuno-histoquimica que los niveles de
fosforilaciéon de c-Jun eran indetectables en las mamas lactando y aumentaban
marcadamente, con localizacion nuclear, a partir de los dos dias de involucién en el
compartimiento epitelial de las mamas (Matrti et al., 1999). Varios afios después, un
trabajo realizado en ratas revel6 que los niveles de fosforilacion de JNK aumentaban
marcadamente a partir de las 8 horas luego del destete junto con los niveles de p-c-
Jun (Zaragoza et al., 2003). En conjunto estos resultados sugieren que la activacion
que JNK cumple un rol importante en las células epiteliales mamarias durante la
involucion y confirman a c-Jun como blanco de esta MAPK durante la involucién. De
manera acorde con un rol relevante en la regresibn mamaria, en la gran mayoria de
las células no tumorales, la activaciéon de JNK resulta en la activacién de miembros
pro-apoptoéticos de la familia de Bcl-2 y en la liberacidon de Citocromo ¢ de la

mitocondria (Vasilevskaya and O'Dwyer, 2003).

19



Introduccion

MODULO ERK JNK
Estimulos mitogénicos Estrés,
Estimulo factores de crecimiento receptores de muerte
& citoquinas y estrés oxidativo
Activador Ras
Raf MLK-3, :
MAPKKK (Raf-A, Raf.-B, Raf,-1) MEKK 14
MAPKK MEK 1y 2 MKK4 y MKK7
! m
MAPK
proteinas del citoesqueleta c-Fos, ATF-2, Elk-1, c-Jun, ATF-2, Elk-1, MEF-2¢,
factores de transcripcion ﬁ"&pﬁ' ; e Bckpzsfaydixﬁm'r
olras quinasas paxilinas, FAKs, ER, EGFR :
1 ) Crecimiento. dl\ﬂsérl inflamacion, muerte celular
Respuesta biologica y supervivencia celular activa sefiales de supervencia

Figura 5. Cascada de seializacidn de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) ERK y
JNK. Diagrama simplificado de las vias de activacion de las MAPKs ERK y JNK y sus componentes. Las
vias de senalizacion de MAPKs se pueden organizar en una cascada de mddulos de activacion: MAPKKK,
MAPKK, MAPK y en la figura se muestran los componentes principales de cada médulo para cada MAPK
y se encuentra sefalado a qué nivel actua el inhibidor PD98059.

1.2.3.3 La via de PI3K/AKT

La fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K) IA cumple un rol central en una gran
variedad de actividades mediadas por receptores de tirosina quinasas entre las que
se incluyen el crecimiento, la proliferacion, diferenciacion, movilidad, metabolismo e
inhibicion de la apoptosis. Estas quinasas son heterodimeros formados por una
subunidad catalitica p110 (p110a, p110B p110d) y una subunidad regulatoria (p85a.,
p85B, p55a, p55y, and p50a) con dominios SH2 y SH3. Las tres subunidades
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cataliticas conocidas se encuentran codificadas por diferentes genes y difieren
marcadamente en su patron de expresion. Las subunidades regulatorias ‘o’ se
transcriben a partir del mismo gen pero utilizando promotores alternativos, mientras
gue p85B y p55y se encuentran codificadas por genes diferentes (Manning and
Cantley, 2007).

Cuando los factores de crecimiento, factores crecimiento tipo insulina y
citoquinas, se unen a sus respectivos receptores y activan sus actividades quinasas,
PI3K, a través de sus dominios SH2, se unen a sitios consenso P-YXXM presentes
en los receptores tirosina quinasa o moléculas adaptadoras activadas, promoviendo
el reclutamiento del heterodimero de PI3K a la membrana. La unién de p85 a fosfo-
tirosinas genera cambios conformacionales en el heterodimero p85/p110 que llevan
a la estimulacién de la actividad enzimatica de PI3K la cual promueve el agregado
de un grupo fosfato en la posicion D3 al fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2) para
formar fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). EI PIP3 activa una cascada de
sefiales que, a través de la activacion de PDK1 y rictor-mTOR (TORC2)/PDK2,
promueve la fosforilacién de residuos serina y treonina especificos en las quinasas
AKT, considerada el blanco principal de la cascada de PI3K (Hirsch et al., 2007,
Manning and Cantley, 2007). AKT es una quinasa con actividad en residuos serina y
treonina que presenta tres isoformas proteicas, AKT1, AKT2 y AKT3 con una
homologia estructural del 85%. AKT1 y AKT2 son practicamente ubicuas, aunque
AKT2 se expresa preferentemente en tejidos sensibles a insulina, como musculo
esquelético, higado y tejido adiposo. AKT3, por su parte, se expresa principalmente

en cerebro, ovario y testiculos.

En diferentes sistemas, se han identificado distintos blancos de fosforilacion
por AKT implicados en la supervivencia celular. AKT es capaz de bloquear la
activacion de la caspasa-9, de inducir el secuestro del factor de transcripcion
Forkhead (involucrado en la expresion de Fas ligando) y de fosforilar, y en
consecuencia inactivar, a la proteina pro-apoptotica Bad. AKT fosforila, a su vez, a la
guinasa IKK, responsable de la fosforilacién del factor inhibidor de NFkB (IkB),
regulando asi positivamente la sefial de supervivencia determinada por la activacion
de este factor de transcripcion (Kane et al., 1999). AKT regula también la funcién de
p53, activa a diversos factores de la transcripcion y fosforila varias enzimas

implicadas en la captacion de la glucosa y en la sintesis de lipidos, glucégeno y
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proteinas. Por lo tanto, la fosforilacion de diversos sustratos mediada por AKT puede
promover cambios a nivel de proliferacion celular, supervivencia, metabolismo,
diferenciacion celular y motilidad, entre otras actividades (Manning and Cantley,
2007).

La via de PI3K/AKT en la glandula mamaria

El hecho de que AKT, en otros sistemas, se active en respuesta a un gran
namero de hormonas y factores de crecimiento entre los que se encuentra el factor
de crecimiento epidermal (EGF), el factor de tipo Insulina | (IGF-I), la hormona de
crecimiento (GH), el ligando de RANK, Prolactina e integrinas y que la activacion de
AKT suprima la apoptosis inducida por un gran niumero de estimulos, sugirié que
AKT podria ser una molécula sefializadora clave en el desarrollo y funcion de la

glandula mamaria.

Fue el grupo de Anderson el que por primera analizo los niveles de activacion
de AKT en la mama y que tested la hipotesis de que para que se inicie la apoptosis
del epitelio mamario, los niveles de pAKT tenian que disminuir. Cuando analizaron
los niveles de expresion y activacion de AKT observaron que, mientras que los
niveles de fosforilacién de esta quinasa (AKT1 o AKT2) se encontraban altos durante
la lactancia, disminuian marcadamente al segundo dia de involucion mamaria y se
mantenian bajos a lo largo del resto de este periodo. Luego, al sobre-expresar una
mutante constitutivamente activa de AKT bajo el promotor de MMTV, que se activa
significativamente durante el periodo de lactancia en el epitelio mamario, observaron
que se producia un retardo marcado en la aparicién de células apoptoticas y en el
remodelado de la glandula durante la involucién (Schwertfeger et al., 2001). Estos
resultados fueron confirmados por trabajos posteriores que utilizaron otros modelos
de transgénicos que sobre-expresan AKT (Ackler et al., 2002; Hutchinson et al.,
2001). Estos estudios, revelaron la importancia de la disminucion de los niveles de
activacion de AKT en la transicion entre lactancia e involucién. Con el objetivo de
dilucidar el mecanismo por el cual los niveles de pAKT disminuyen en esta
transicion, Watson y sus colaboradores examinaron los niveles de expresion de
PTEN (una fosfatasa lipidica que desfosforila a PIP3 evitando la activacion de AKT

(Stambolic et al., 1998) y encontraron que los niveles de esta proteina se encuentran
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bajos tanto en la lactancia como en la involucién lo que sugiere que PTEN no es el
mecanismo en mama responsable de regular negativamente los niveles de pAKT.
Luego, al estudiar los niveles de activacion de PI3K durante la transicién encontraron
que sus niveles disminuian marcadamente al iniciarse la involucibn mamaria. Debido
a la activacion reciproca que tienen AKT y el factor de transcripcion STAT3 en la
transicion de lactancia a involucion, analizaron las glandulas mamarias de ratones
knock out para STAT3 y hallaron que los niveles de activacion de AKT se mantenian
altos al finalizar la lactancia mientras que sus niveles totales disminuian (Abell et al.,
2005). Estas observaciones indican que los niveles de pAKT se encuentran
regulados negativamente por STAT3 y que el nivel total de AKT se modula de
manera independiente. A partir de estos resultados, Abell y sus colaboradores,
especularon que una explicacién posible para la disminucién de la actividad de
PI(3)K podia ser la alteracion en la composicion de sus subunidades. Al evaluar los
niveles de expresion tanto de ARNm como de proteinas de las diferentes
subunidades encontraron que, mientras las subunidades cataliticas no se regulaban,
las subunidades regulatorias p55a y p50a aumentaban marcadamente mientras que
p85a disminuia al iniciarse la involucion mamaria, indicando que se encuentran

reguladas a nivel transcripcional y no por degradacion proteolitica (Abell et al., 2005).

Hay varias cascadas de sefializacion que interacttan con la via de
supervivencia dada por PI(3)K/Akt. Una de ellas es la activacion de quinasas de
adhesiones focales (FAK) determinada por la interaccion entre las integrinas de la
superficie celular con las proteinas de la matriz extracelular como laminina o
fibronectina. Cuando la integridad de las interacciones célula-matriz se pierden
durante la involucién, la falta de actividad de las FAKs podria interrumpir la sefial de
supervivencia dada por PI(3)K (Gilmore et al., 2000; Strange et al., 2001). En
conjunto, estas observaciones proponen a pAKT como una molécula centinela de las

sefales de supervivencia y muerte en el epitelio mamario (Watson, 2006).
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Figura 6. Activacion de la via JAK/STAT e interacciones con otras vias. Esquema del
mecanismo de activacion de la via JAK/STAT y las interacciones que tiene con la via de
EFGR, la via de MAPKs y la via de PI3K/AKT. En circulos amarillos y rojos se indican los
tipos de fosforilaciones que sufre STAT3. En amarillo las fosforilaciones en tirosina y en
rojo las fosforilaciones en serina.

adaptado de http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Jak Stat IL 6.html.

1.2.4 Factores iniciadores de la involucion mamaria

En los dltimos 10 afos, se han identificado los factores de expresion local que
modulan las cascadas de seiales que llevaran a la apoptosis del epitelio mamario y
al posterior remodelado de la glandula. A pesar de que conocemos los actores
claves en este proceso, aun se desconoce cudles son las sefiales locales iniciales
gue disparan su expresion. Hay dos hipodtesis sobre los posibles estimulos de la
expresion de estos factores locales. La primer hipétesis propone que al producirse la
acumulacion de leche dentro de los alvéolos secretorios aumenta la concentracion

de factores pro-apoptoticos (que salen al exterior durante la lactancia) que resultan
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ser los responsables de disparar la muerte del epitelio secretorio. La otra hipotesis
es que la acumulacion de leche al interrumpirse el amamantamiento produce un
aumento de la presion intra-alveolar que estimula mecanicamente a las células

epiteliales e induce la expresion de estos factores locales.

2. Las sefiales mecanicas de | micro-entornoyla funcion celular

Todas las células y los organismos a lo largo del espectro evolutivo, desde el
mas primitivo hasta el mas complejo, son mecano-sensibles (Ingber, 2006). Las
células sensan estimulos bioquimicos y biofisicos, los procesan internamente y
responden especificamente de acuerdo con el tipo y funcién celular. Sin embargo,
aunque se ha recabado muchisima informacién acerca de cémo los parametros
bioquimicos afectan el comportamiento y la funcion celular, el area del conocimiento

gue estudia los pardmetros fisicos es relativamente joven.

Historicamente, las investigaciones de los procesos celulares que traducen el
estimulo mecanico en sefiales bioquimicas (mecano-transduccion) han sido
realizadas en células sensoriales, como las células pilosas del oido interno. Estas
células especializadas han desarrollado, a lo largo de la evolucion, estructuras
celulares especificas que se encuentran adaptadas en traducir las sefiales fisicas en
sefales bioquimicas (por ej. abriendo canales idnicos en respuesta a una fuerza
aplicada) y han sido excelentes modelos para el estudio de la mecano-transduccion.
Luego, se descubrié que las sefiales de mecano-transduccion tienen un rol critico en
el mantenimiento de varios tejidos que también se encuentran expuestos a estrés
mecanico como el musculo, el hueso, el cartilago y los vasos sanguineos. Es por ello
gue las investigaciones en este campo se ampliaron a diversos tipos celulares como
miocitos, células endoteliales y células de musculo liso y esquelético. Hoy se sabe
gue la mecano-transduccién se encuentra involucrada en un rango mucho mas
amplio de funciones celulares que va mas alla de aquellas que realizan este grupo
de células y tejidos especializados (Jaalouk and Lammerding, 2009) y que sefales
del micro-entorno son esenciales para el desarrollo y el mantenimiento de las
funciones tejido especificas en el organismo adulto (Nelson and Bissell, 2006). Un
ejemplo interesante es aquel en donde se observé que la diferenciacion de las

células madres, puede ser conducida hacia destinos especificos segun la geometria
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y rigidez del sustrato donde estas células crecen y que las interacciones fisicas
intercelulares como la tension y la adhesién son tan importantes en el desarrollo
embrionario como lo son los gradientes de factores morfogénicos (Wozniak and
Chen, 2009).

2.1 El estrés mecanico en la fisiologia normal y patolégica

Dijimos que el proceso de mecano-transduccioén cumple un rol fundamental en
la regulacion de fendmenos fisiologicos en otros tejidos especializados que no se
encuentran directamente involucrados con las funciones sensoriales. Por ejemplo,
en el tejido 6seo, la estimulacidbn mecanica promueve la activaciéon de cascadas de
sefales y la expresion temprana de genes que regulan el remodelado de la matriz
en los osteoclastos y la actividad osteogénica de los osteoblastos (Hughes-Fulford,
2004). En la epidermis, el estrés mecanico induce la proliferacion celular,
engrosando la piel y produciendo hiperqueratinosis (Reichelt, 2007). El muasculo
esquelético y el musculo cardiaco responden a un aumento en la carga mecanica y
el particular rol que tiene la mecano-transduccion en el sistema cardiovascular

resulta fascinante (Lammerding et al., 2004).

Actualmente se sabe que la morfologia y vascularizacion cardiaca son
influenciadas por el aumento de la presion por sobrecarga hemodinamica y por el
estrés de producido por el flujo de liquido (shear stress) generado por el flujo
sanguineo. Por ejemplo, durante el embarazo o en el caso de los deportistas, la
necesidad de un bombeo sanguineo mas eficiente estimula el crecimiento
hipertréfico del musculo cardiaco (hipertréfia fisioldégica) (Garcia-Cardena et al.,
2001; Gimbrone et al., 2000; Haga et al., 2003; Li et al., 2005b).

2.1.1 El estrés mecanico en el corazon normal y patoldgico

La hipertrofia cardiaca es un mecanismo compensatorio que le permite al
corazon lidiar con la demanda de bombeo sanguineo que puede estar determinado
tanto por situaciones fisioldgicas como el embarazo o patolégicas como la
hipertension, el infarto de miocardio o isquemia asociada con una enfermedad

arterial coronaria, la insuficiencia valvular o estenosis, una miocarditis debida a algun
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agente infeccioso, malformaciones congénitas y enfermedades hereditarias, entre
otras. Los factores que disparan la hipertrofia cardiaca se pueden discriminar en dos
tipos: mecanismos bio-mecanicos o sensibles al estiramiento y aquellos neuro-
hormonales asociados a la liberacibn de hormonas, citoquinas, quemoquinas y
factores de crecimiento. El estrés mecanico producido por la sobrecarga
hemodinamica (alta presion sanguinea) es, desde el punto de vista clinico, el
estimulo mas importante en la induccién de la hipertrofia cardiaca. EI aumento del
estimulo mecénico induce a corto plazo en los cardiomiocitos una reactivacion del
"programa de expresion génica fetal”, un grupo de genes que normalmente se
expresan en el feto y que se encuentran reprimidos en el miocardio adulto. Se
produce el aumento de la sintesis de proteinas especificas que le permitiran a los
cardiomiocitos, aumentar de tamafio y sobrellevar la demanda metabdlica que
implica aumentar la eficiencia de contraccion, disminuyendo asi el estrés mecanico
en la pared del musculo cardiaco (Heineke and Molkentin, 2006; Lammerding et al.,
2004). Este proceso, sin embargo, produce a largo plazo un remodelado progresivo
del miocardio, un aumento la fibrosis, la muerte por apoptosis de los cardiomiocitos y
finalmente la falla cardiaca. Asi, las células del musculo cardiaco, responden
directamente al estiramiento o a la deformacibn mecanica a través de varias
moléculas mecano-sensoras con respuestas transitorias o de largo plazo. Aunque el
mecanismo mecano-sensorial especifico aun se desconoce, se presume que los
mecano-sensores incluyen canales idnicos sensibles al estiramiento, integrinas y
proteinas asociadas a integrinas o receptores de membrana (receptores acoplados a
proteina G o receptores de tipo | de Angiotensina Il que pueden ser activados por
estrés aun en ausencia de ligando). Estos mecano-sensores, activan multiples
cascadas de sefales, que en general se superponen, entre las que se incluyen las
de Ras/Rho y MAPK, activacion de fosfolipasa C y sefiales mediadas por

Calcio/Calcineurina asi como también a ARNs pequeiios (Barry et al., 2008).

Las citoquinas cumplen un rol importante en la induccién de la hipertrofia
cardiaca. Las citoquinas hipertroficas mas importantes son aquellas que pertenecen
a la familia de IL-6 e incluyen a IL-6, el factor inhibitorio de leucemias (LIF) y
cardiotrofina-1 (CT-1) que, como se ha mencionado previamente, utilizan a la
subunidad receptora comun, glicoproteina 130 (gp130) en combinacién con
receptores ligando especificos y median sus efectos a través de la activacion de las

vias JAK/STAT, MAPKs y PI(3)K. Estudios realizados en los noventa determinaron
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gue el estrés mecanico inducido por la sobrecarga hemodindmica inducen la
expresion de LIF (Wang et al., 2001) y la activacion del factor de transcripcion
STAT3 (Pan et al.,, 1999) tanto in vivo como in vitro. Varios trabajos luego
demostraron que el estrés mecanico dispara in vivo e in vitro, la activacion de
cascadas de sefales que inducen el crecimiento y el remodelado del miocardio. El
estiramiento de cardiomiocitos in vitro modula a las cascadas de sefiales de las
MAPKs ERK1/2 (Sadoshima and Izumo, 1993) y JNK (Komuro et al., 1996) y la via
de AKT (Kim et al., 2002) entre otras y regula la expresion de genes de respuesta
temprana como c-fos, c-myc y c-jun (Barry et al., 2008) (Figura 7).
receptores de

factores de
crecimiento

Calcineurin
CaMK
MLCK

Figura 7. Seifales mecano-transductoras en el corazon. La sobrecarga mecanica puede ser
sensada por estas células a través de diversos grupos de mecano-trasductores anclados a la
membrana entre los que se incluyen canales sensibles a estiramiento, receptores acoplados a
proteina G, receptores de factores de crecimiento e integrinas. Esta sensibilidad mecanica es
convertida en sefiales bioquimicas disparando la activacién secuencial de varias cascadas de
sefiales en el citoplasma. Las cascadas mas importantes incluyen a los tres mdédulos de MPKs, la
activacion de Ras, la via JAK/STAT y Rac,la via del calcio (Ca2+) y el éxido nitrico (NO). En estas
células la convergencia de estas vias resulta en la activacién de factores de transcripcion
especificos, entre los que se encuentra STAT3, que al translocarse al nucleo regulan la
transcripcién especifica de genes “mecanosensibles” entre los que se incluye c-fos. La suma neta

de la reprogramacion génica dicta la respuesta funcional del cardiomiocito al estrés mecanico.
Adaptado de Jaalouk (Jalalouk, 2009)
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2.1.2 El estrés mecanico en otras patologias

El estrés mecanico ha sido involucrado como disparador de un gran namero
de patologias. Por ejemplo, el estimulo mecanico promovido por el aumento de la
presion intraocular en el ojo es el factor principal que promueve el proceso
neurodegenerativo del ganglio de la retina (Resch et al., 2009). En el pulmén, el
estrés mecanico causado por un aumento de la presion de aire o liquido
(obstruccion, inflamacién o edema) o por el aumento de la frecuencia respiratoria
(hiperventilacién) regula diferencialmente la expresion de genes, altera la expresion
de proteinas de la matriz extracelular y dispara la respuesta (Faffe and Zin, 2009;
Garcia et al., 2006).

2.2 Estrategias experimentales para el estudio del estrés mecanico in vitro

En estos ultimos 20 afios se han desarrollado una gran variedad de técnicas
gue permiten manipular, in vitro, el entorno mecanico de poblaciones celulares
enteras o de células y biomoléculas de manera individual. Las diferentes
aproximaciones experimentales difieren en varios aspectos importantes: los
principios a través de los que operan, la fuerza y la resolucion maxima que pueden
alcanzar y, por ultimo, la extension del grado de deformacién que pueden producir
(acciones locales vs. globales). Aquellas técnicas que permiten manipular grupos de
células o monocapas completas en 2 dimensiones, a diferencia de aquellas que
trabajan con células o moléculas individuales (aspiracibn con micropipetas
(Hochmuth, 2000), microagujas (Thoumine et al., 1999), microscopia de fuerza
atomica (Oberhauser et al., 2002), pinzas magnéticas (Tanase et al., 2007), pueden
ser realizadas sin utilizar instrumental muy sofisticado debido a que para deformar
células en cantidad se necesitan fuerzas relativamente grandes, en el rango de los
Newtons, que se aplican en areas milimétricas, con resoluciones en el rango de los
mN y los mm respectivamente. Estas Ultimas técnicas tienen la ventaja de ser
facilmente combinables con ensayos bioquimicos que hacen posible analizar
cambios a niveles de proteinas y ARNm (Brown, 2000). Segun el tipo celular con el
gue se trabaja, se han adaptado las técnicas que permiten deformar el sustrato
sobre el cual las células crecen con el objetivo de simular las condiciones in vivo. Se

han disefiado dispositivos que permiten aplicar una deformacion mecanica estatica o
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ciclica (Van Vliet et al.,, 2003), por fuera del plano (Figura 8, panel 1 y 2),

bidireccional (Figura 8, panel 3) o en una sola direccion (uniaxial) (Figura 8, panel

4) utilizando diversas estrategias. Por un lado, se encuentran aquellos dispositivos
que utiliza presion de vacio | de fluidos para aplicar tension o compresion de manera
estatica o ciclica a células creciendo sobre sustratos flexibles (Figura 8, panel 1) .
Estos se han desarrollado en distintos laboratorios y desde 1987 se encuentran
disponibles comercialmente a través de la empresa Flexcell International

(http://www.flexcellint.com/).

deformacion del
sustrato
fuera del plano

desplazamiento
de una platina o Tl
f Fuerzas
(3 ()

= J S

deformacion del
sustrato

desplazamiento o i
enun plano p P It' bidireccional desplgzamlento
€ una platina unidireccional

Figura 8. Esquema las modalidades de dispositivos utilizadas para estudiar el efecto del estrés
mecanico in vitro. Métodos para alcanzar la distension por fuera del plano de sustratos circulares
por aplicacion de vacio (ej. Flexcell®) y por desplazamiento positivo de fluidos (1) o
desplazamiento de una pieza rigida (2). Estrategias para deformar el sustrato en un solo plano
qgue incluyen aplicar tension radial y circunferencial o traccién bidireccional (3) donde ambos
sistemas tedricamente ejercen una tension equibiaxial en la regidn central del sustrato, o por
traccién unidireccional (4). En todos los casos se encuentran las versiones en donde la traccion se
ejerce de manualmente o motorizada. Adaptado de Brown (Brown, 2000).
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3. El cancer de mama

3.1 Aspectos generales

Cada afno se diagnostican alrededor de 10 millones de casos de tumores
malignos en hombres y mujeres en todo el mundo. De los casi 6 millones de tumores
malignos que ocurrieron en las mujeres en el afio 2007, el cancer de mama se ubicé
en el primer lugar, con 1,3 millones de casos, correspondientes al 27% de los

tumores en paises desarrollados y al 19% en paises en desarrollo (Garcia M, 2007).

Entre el 2002 y el 2007, el incremento del numero de casos nuevos de cancer
de mama en los paises en desarrollo fue dos veces mayor que el observado en los
paises desarrollados. En Argentina se encuentran 75 casos cada 100.000 mujeres,
una incidencia similar a la que tiene Uruguay y a las observadas en los Estados
Unidos de América y Canada (Lozano-Ascencio et al., 2009). A pesar de que la
mortalidad por cancer de mama en nuestro pais ha tendido a disminuir levemente
entre 1979 y el 2005, es la primera causa de muerte por cancer dentro de la
poblacion femenina argentina y la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares en la poblacién general (Lozano-Ascencio et al.,
2009). Si consideramos a las mujeres entre 35 y 54 afios el este tipo de cancer es la

primera causa de muerte de esta poblacion (Matos et al., 1994).

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial y actualmente existe
suficiente informacion epidemiologica que sustenta la asociacion de varios factores
con el riesgo de desarrollar cancer de mama. Entre ellos se encuentran los
relacionados con la biologia reproductiva de la mujer. Asi, se considera que
incrementa la probabilidad de desarrollar esta enfermedad el no haber tenido hijos
antes de los 30 afios, la menopausia, la menarca temprana, los tratamientos
hormonales (como consumo prolongado de anticonceptivos), las terapias de
reemplazo hormonal, estrogenos y progestagenos. Por otro lado, también influyen
factores genéticos como los antecedentes familiares, especialmente de madre o
hermana y factores ambientales como la exposicién a radiaciones y el estilo de vida
(obesidad, el consumo de alcohol, el estrés, poca actividad fisica) (American Cancer

Society 2009, www.cancer.org)
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3.2 Biologia tumoral
3.2.1 Aspectos generales

Una célula atraviesa varios cambios genéticos y epigenéticos en el camino
hacia la transformacion maligna. Este proceso se encuentra acompafado por una
pérdida progresiva de la homeostasis tisular y una alteracion en la histo-arquitectura
del tejido que culmina en la invasion de las células tumorales al parénquima y la
metéstasis a organos distantes. La transformacion y la metastasis tumoral son
producidas por cambios genéticos intrinsecos de las células tumorales y por una
respuesta integral del tejido u 6rgano a sefiales externas solubles como los factores
de crecimiento, citoquinas y agentes quimio-atractantes. En esta “travesia” hacia la
transformacion maligna la célula va cambiando de un fenotipo benigno hasta llegar a
una entidad invasiva o metastasica con varios pasos intermedios a lo largo del
camino (Farber, 1984). El pasaje de un estadio al otro se caracteriza por la
amplificacion o inactivacion de genes especificos, por la expresion de marcadores
tumorales y por alteraciones caracteristicas de la arquitectura tisular y celular
(Jackson and Loeb, 1998). Actualmente se sabe que la homeostasis celular y tisular
se encuentran reguladas por un proceso dinamico, conocido como mecano-
reciprocidad, en el cual las células responden a variaciones en las propiedades
mecanicas de la matriz que las rodea ajustando su tension interna a través de la red
de citoesqueleto y a la inversa, cambios en la tensién interna resultan en la
alteracion de la organizacion de la matriz extracelular (Ghosh et al., 2007; Paszek
and Weaver, 2004; Polte et al., 2004). Las propiedades mecanicas de cada tipo
celular se encuentran finamente reguladas por su matriz extracelular y son
caracteristicas para cada tipo celular y tisular. Entonces, cualquier alteracion en esta
relacion puede conducir a un cambio en la forma y comportamiento de la célula. En
conjunto, las alteraciones en el micro-entorno celular pueden de manera directa o
indirecta cambiar el patrén de expresion génica de una célula, modificando su
comportamiento celular (proliferacion, migracion celular), promoviendo la
angiogénesis y modulando al sistema inmune, favoreciendo la progresion tumoral.
(Bissell and Radisky, 2001; Nelson and Bissell, 2006; Park et al., 2000).
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3.2.2 STAT3 en el cancer

La familia de los STATs, como mencionamos anteriormente, son factores de
transcripcion conocidos por cumplir el rol de integrar las sefiales provenientes de
receptores de citoquinas y factores de crecimiento necesarios para el crecimiento
celular, la supervivencia, la diferenciacion y la movilidad (Clevenger, 2004; Yu and
Jove, 2004).

En células normales, no transformadas, la fosforilacion en tirosina de STAT3
es transitoria mientras que en numerosas lineas celulares tumorales y en un gran
ndamero de tumores primarios, los STATs (en particular STAT3) se encuentran
fosforilados en tirosina de manera permanente (Bromberg, 2002). STAT3 ha sido
encontrado activo con alta frecuencia en tumores humanos entre los que se incluyen
los carcinomas de células escamosas de cuello y cabeza, el cancer de prostata, el
cancer de mama, el mieloma multiple y varias leucemias (Bowman et al., 2000;
Bromberg and Darnell, 2000; Bromberg et al., 1999; Buettner et al., 2002; Catlett-
Falcone et al., 1999).

Las primeras evidencias directas que sefialaron a STAT3 como un mediador
central en la transformacion neoplasica, provienen de estudios de sobre-expresion
de un mutante constitutivamente activo de este factor de transcripcion (STAT3C) el
cual indujo la transformacion de fibroblastos y les confirié la capacidad de formar
tumores en ratones inmunosuprimidos (Bromberg et al., 1999). Varios estudios
también indican que la transformacién de oncogénica producida por diferentes tipos
de virus como v-abl (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), v-src (gen
del virus de sarcoma de Rous) (Bromberg et al., 1998) y v-Sis, que actia como
ligando de PDGFR (Garcia et al., 1997), es mediada por la activacion STAT3. Por
otro lado, el uso de ARN pequefios de interferencia (siARN), construcciones para
dominantes negativos de STAT3 y el bloqueo de determinadas tirosina quinasas en
células tumorales, se asocian con el arresto del crecimiento y la apoptosis celular
(Hutzen et al., 2009; Kotha et al., 2006; Ling and Arlinghaus, 2005; Selander et al.,
2004).

El hecho que sélo la activacidon de STAT3 en células fibroblasticas haya
podido provocar la transformacién maligna hizo pensar que los genes blanco de este

factor de transcripcion estarian involucrados en la adquisicion de un comportamiento
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neoplasico por parte de fibroblastos inmortalizados pero no-tumorigénicos (Alvarez
and Frank, 2004). Analizando la expresion de genes por microarreglos de ADN,
observaron que la presencia de STAT3C inducia un aumento en la expresion de
mas de 100 genes con relevancia fisioldgica. (Alvarez et al., 2005). A partir de estos
datos, tomaron tumores que presentaban altos niveles de activacion de STAT3
provenientes de diferentes tejido e identificaron aquellos genes que se sobre-
expresaban tanto en las neoplasias como en las células transformadas por STAT3C.
Como resultado de este analisis fueron encontrados 12 genes, denominados “la
firma génica de STAT3”, que podrian ser responsables de conferir en conjunto todas
las caracteristicas atribuibles a una célula tumoral (Hanahan and Weinberg, 2000).
Por ejemplo, genes de respuesta inmediata como Egr-1 y JunB, asociados con la
entrada al ciclo celular y ciclina D-1, que promueve la progresion del ciclo celular le
confiere a la célula independencia de factores de crecimiento (Kijima et al., 2002;
Masuda et al., 2002). Ademas, la supervivencia en condiciones inadecuadas, es otra
caracteristica de las células tumorales y Mcl-1, un gen anti-apoptotico, es otro de los
genes regulados por STAT3 que cumple un rol clave en la resistencia a la apoptosis
en diversos tipos de tumores humanos (Isomoto et al., 2005). Otros de los genes
blanco de STAT3 que inhiben la apoptosis son Bcl-2, Bcl-xI y survivina (un miembro
de la familia de inhibidores de la apoptosis (IAPs) (Aoki et al., 2003; Kanda et al.,
2004; Kijima et al., 2002; Masuda et al., 2002).

En los ultimos afios se le ha empezado a dar mas importancia al nicho de
células madres en el desarrollo del cancer y al rol critico que tiene esta poblacion
responsable del recambio celular. En este sentido, dentro del grupo que constituye la
firma génica de STAT3, se han encontrado genes asociados con la inhibicién de la
diferenciacion como Kilf-4 (kruppel like factor -4) y Bcl-6. Por otro lado, asociados a
la invasion y la dispersion tumoral, encontraron que STAT3 regula la expresion del
potente factor pro-angiogénico VEGF (vascular endotelial growth factor) y diferentes
metaloproteasas de matriz, (MMP-1 y MMPs-2) claramente involucradas en el
proceso de invasion tumoral y metastasis (Itoh et al., 2006; Xie et al., 2004). En

conjunto, estos resultados confirman el papel clave que juega STAT3 en el cancer.

El hecho que no se hayan encontrado mutaciones en el gen que codifica para
este factor de transcripcion en tumores que surgen de manera espontanea, propone

gue la sobre-expresién y activacion persistente de STAT3 observada en células
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cancerosas, se debe a una sobre-expresion o desregulacion positiva de la activacion
de las quinasas en tirosina que fosforilan a STAT3 y/ 0 a la sobre-expresion de las
citoquinas y factores de crecimiento que activan a estas quinasas. Por otro lado, la
activacion persistente de STAT3 podria deberse también a defectos en los
mecanismos de regulacion negativa de la activacion de este factor que involucren a
la familia de supresores de sefializacion por citoquinas (SOCS), a las proteinas
inhibidoras de STATS (PIAS) y al mecanismo de degradacion por proteasoma
dependiente de ubiquitinacibn (Bromberg, 2002). Al respecto, varias tirosina
quinasas y receptores de tirosina quinasas vinculados a la activacion de STAT3
como EGF-R, Her-2/Neu, JAK y Src, se encuentran constitutivamente activos en
varios tipos de cancer y los tumores en general sobre-expresan diversas citoquinas y
factores de crecimiento capaces de activar esta via (Garcia et al., 2001; Grant et al.,
2002; Gritsko et al., 2006; Sartor et al., 1997; Zhang et al., 2004). Por otro lado,
desde el punto de vista de la regulacion negativa, es frecuente encontrar una
correlacion entre la hipermetilacion del promotor de SOCSS3 vy el silenciamiento de
este gen en lineas celulares tumorales de pulmonares y mamarias y en tumores de
pulmén (He et al., 2003; Weber et al.,, 2005). También ha sido descripto el
silenciamiento por metilacion del promotor de SOC-1 en carcinomas
hepatocelulares, mielomas multiples y neoplasias pancreaticas (Chim et al., 2004;
Galm et al., 2003; Lee et al., 2006; Tischoff et al., 2007; Yoshikawa et al., 2001).

3.2.3 STAT3 en tumores mamarios

STAT3 se encuentra activo en mas del 50% de los tumores primarios de
mama, en sus cultivos primarios y en varias lineas celulares derivadas de tumores
mamarios como MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MDA-MB-435 (Bromberg, 2002;
Cotarla et al., 2004; Dechow et al., 2004; Diaz et al., 2006; Dolled-Filhart et al., 2003;
Garcia et al., 1997; Gritsko et al., 2006; Leslie et al., 2006; Lo et al., 2005; Turkson et
al., 2004; Vultur et al., 2004; Watson and Miller, 1995).

La evidencia que indica que STAT3 participa de una manera causal en la
tumorigénesis mamaria proviene de estudios que utilizaron la estrategia de inhibir o
remover a STAT3 en lineas celulares que presentan altos niveles de pSTAT3. En los

ultimos afios se han desarrollado varios compuestos que tienen inhibir la actividad
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de este factor de transcripcién. Un ejemplo son las moléculas péptido-miméticas del
dominio SH2 fosforilado (PY*LKTK) de STATS3 desarrolladas por el grupo de Jove o
el compuesto, S3I-201, descubierto recientemente por Turkson y colaboradores
(Siddiquee et al., 2007). Ambos tipos de inhibidores lograron, al impedir la
dimerizacion STAT3, bloquear la union al ADN e inhibir la expresion de ciclina D1,

Bcl-xL, survivina y asi bloguear la transformacion de células MDA-MB 231.

Por otro lado, la expresion de la forma constitutivamente activa de STAT3
(STAT3C) en células epiteliales mamarias humanas inmortalizadas y en células
MCF-10 produjo su transformacion (Dechow et al., 2004). El andlisis de la expresion
génica en estas células mediante el uso de un micro-arreglo de ADN, mostr6 que
s6lo un gen con relevancia tumoral conocida fue regulado por la presencia de
STAT3C. Este gen resulto ser el de la metaloproteinasa-9 (MMP-9) y su induccion

fue necesaria para el crecimiento independiente de anclaje en estas células.

In vivo, al analizar cortes secuenciales por micro-arreglos de tejido se
observé una correlacion entre la expresion de STAT3 activo y MMP-9, apoyando los
resultados previos. Otro trabajo que pone a STAT3 en el centro de la escena fue
realizado en células tumorales mamarias 4T1. En estas células, el bloqueo de la
expresion de STAT3 por ARNsh suprimié la tumorigenicidad de las mismas y la
formacion de metéstasis e los pulmones de ratones inmunocompetentes, aunque
esto no afectd la tasa de proliferacion celular (Ling and Arlinghaus, 2005). Ademas,
varios trabajos postulan que la disminucién de los niveles de STAT3 activo aumenta
la muerte por apoptosis en células en cultivo y disminuye la tumorigénesis, el
crecimiento tumoral y la angiogénesis en modelos xenograficos (Alvarez et al., 2005;
Diaz et al., 2006; Gritsko et al., 2006; Hutzen et al., 2009; Kotha et al., 2006; Leslie
et al., 2006; Ling and Arlinghaus, 2005; Selander et al., 2004)

Finalmente, estudios clinicos demostraron que aquellos pacientes con cancer
de mama en estadio temprano tipo Il, que presentaban niveles elevados de pSTATS3,

respondian de manera incompleta a la quimioterapia (Diaz et al., 2006).

Como mencionamos previamente, la activacion de STAT3 puede darse a
través de las acciones autécrino/paracrinas de factores de crecimiento y citoquinas
(por ej. IL-6, EGF, PDGF, heregulina, VEGF y HGF) y tirosina quinasas no

receptoras como Src. Esto lleva predecir que los altos niveles de activacion de
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STAT3 encontrados en diferentes tumores podrian estar producidos por la
sefalizacion de los mudltiples, y en algunos casos redundantes, factores de
crecimiento que se encuentran sobre-expresados en estos tumores (Berishaj et al.,
2007).

3.2.4 LIF en tumores mamarios

La actividad bioldgica del LIF, como mencionamos previamente se encuentra
mediada por su union a un complejo receptor, formado por su receptor especifico
(LIFRa. 0 gp190) y una subunidad iniciadora de la cascada de sefalizacion (gp130)
comun a todos los integrantes de esta familia (Heinrich et al., 1998). Todos los
receptores formados por la subunidad gpl30, tienen unidos a sus colas
citoplasmaticas tirosina quinasas de la familia de las JAKs y la unién del LIF a su
receptor, induce la activacion de al menos 2 vias conocidas: la via JAK/STAT vy las
de Ras/MAPKs. En la glandula mamaria LIF es el principal activador de la sefial pro-
apoptoética de STAT3 durante la involucibn mamaria murina (Kritikou et al., 2003;
Schere-Levy et al., 2003).

El potencial rol del LIF en el desarrollo tumoral mamarios se plantea a partir
de que diferentes lineas tumorales mamarias expresan altos niveles de LIF (MCF-7,
MDA-MB) (Dhingra et al., 1998; Kellokumpu-Lehtinen et al., 1996) y que esta
citoquina induce la proliferacion de varias lineas celulares de mama estrogeno
dependientes (MCF-7 y T47D), estrogeno independientes (SK-BR3 y BT20) y de
cultivos primarios de carcinoma mamario (Estrov et al., 1995). Aun asi, es poco lo
gue se conoce acerca del rol de LIF y su relevancia en el desarrollo de tumores

mamarios.

Es interesante que mas alla de la redundancia funcional que existe entre los
integrantes de la familia de IL-6 en varios tejidos, dos trabajos de manera
independiente (Kritikou et al., 2003; Schere-Levy et al., 2003) demostraran que LIF
es el principal activador de la sefial pro-apoptética de STAT3 durante la involucion

mamaria murina.

El potencial rol del LIF en esta patologia mamaria se plantea a partir de que

diferentes lineas tumorales mamarias expresan altos niveles de LIF (MCF-7, MDA-
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MB) (Dhingra et al., 1998; Kellokumpu-Lehtinen et al., 1996) y que esta citoquina
induce la proliferacion de varias lineas celulares de mama estrégeno dependientes
(MCF-7 y T47D), estrogeno independientes (SK-BR3 y BT20) y de cultivos primarios
de carcinoma mamario (Estrov et al., 1995). Aln asi, es poco lo que se conoce

acerca del rol de LIF y su relevancia en el desarrollo de tumores mamarios.

3.3 Modelos tumorales utilizados
3.3.1 El modelo de tumores mamarios inducidos por el virus MMTV

El virus del tumor mamario murino (MMTV) es un retrovirus de tipo B
descubierto hace méas de 50 afios como una entidad transmisible principalmente
través de la leche y de la linea germinal que induce carcinomas mamarios en su
huésped. El tipo celular mas permisivo para la replicacion del MMTV es el epitelio
alveolar de la glandula mamaria y durante la lactancia la expresion de este virus se
incrementa marcadamente por influencia de las hormonas esteroides. Los tumores
se desarrollan como resultado de la activacion de oncogenes celulares a partir de la

integracion del virus al genoma celular.

Ratones hembras BALB/c infectadas con las 3 variantes del virus MMTV
denominadas conjuntamente MMTV(LA) tienen una incidencia de tumores mamarios
del 90%. Los mismos presentan, a nivel histoldgico, una morfologia moderadamente
diferenciada: a pesar de que poseen regiones sélidas, pobremente diferenciadas
presentan también areas papilares quisticas y células epiteliales redondeadas
formando pequefas estructuras glandulares con actividad secretoria (expresion de
Bcaseina). Otra caracteristica de estos tumores es que no desarrollan metastasis
(Gattelli et al., 2004). Inicialmente, aparecen durante la prefiez y regresionan luego
del parto para reaparecer en el mismo lugar durante las sucesivas prefieces Los
mismos expresan altos niveles de receptores de estrogenos y progesterona (ER+
PR+) y sus trasplantes en animales singeneicos siguen siendo dependientes de
prefiez. Sin embargo, eventualmente los mismos se independizan del control
hormonal, pudiendo crecer en hembras virgenes y en machos. Al alcanzar el
crecimiento autdbnomo, estos tumores, dejan de expresar receptores para estréogeno

y progesterona (ER-/PR-)
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3.3.2 El modelo de tumores mamarios LM3

La linea celular LM3 fue establecida a partir de pasajes sucesivos in vitro de
un cultivo primario del adenocarcinoma murino M3 (Urtreger et al., 1997). El
adenocarcinoma mamario M3 surgid espontdneamente en un raton BALB/c
endocriado en el bioterio del Instituto de Oncologia “Angel H.Roffo” que se mantuvo
por pasaje subcutaneo. Los tumores M3 se caracterizan por no presentar invasividad
local, y son moderadamente metastasico en pulmon. Las células LM3, a diferencia
del tumor parental adquirieron, con los sucesivos pasajes in vitro, la capacidad de
formar adenocarcinomas pobremente diferenciados y altamente invasivos que
conservan la capacidad de metastatizar al pulmon cuando son inoculadas en ratones
singeneicos. La linea LM3 en cultivo presenta una morfologia epitelial poliédrica
(Urtreger et al., 1997) y ha sido utilizada por varios grupos argentinos interesados en
estudiar la biologia tumoral. En lo que respecta a las vias conocidas que pueden
activar STAT3, las células LM3 no expresan receptores de estrogeno (ER) y
progesterona (PR), expresan los receptores de tirosina quinasas de tipo |, ErbB-2 y
ErbB-3 y ErbB-4, aunque no expresan niveles de detectables de su ligando
heregulina (Puricelli et al.,, 2002). Recientemente, en nuestro laboratorio
encontramos que la linea celular LM3 tampoco expresa niveles detectables del
LIFRa (Quaglino et al., 2007)
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Objetivos

Dado que en la involucién post-lactancia y en el desarrollo neoplasico se han
encontrado coincidencias en cuanto a los perfiles de expresion de factores
paracrinos y la activacion de cascadas de sefializacion especificas, en este trabajo

nos propusimos determinar:
1) si las cascadas de sefializacién activas en ambos procesos son inducidas por
mecanismos similares.

2) larelevancia del estrés mecanico como disparador de estos procesos locales.

Objetivos particulares

o En células tumorales mamarias, determinar el grado de participacion del LIF
autocrino/paracrino en la activacion de STAT3 y evaluar el rol de estos factores en la

biologia tumoral.

o Diseflar y construir un dispositivo que nos permita evaluar en células
mamarias en cultivo el efecto del estrés mecéanico sobre los niveles de expresiéon y

activacion de factores involucrados en el desarrollo tumoral y la involucion mamaria.

o Identificar procesos celulares y genes relevantes en el desarrollo neoplasico y

la involucidbn mamaria que puedan ser regulados por estrés mecanico.
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Materiales y métodos

1. Ensayos en animales
1.1 Ratones

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c adultos de 8 a 12 semanas de edad
con 20-25 grs de peso criados en el bioterio de la Academia Nacional de Medicina
de Buenos Aires y todos los estudios fueron conducidos siguiendo las reglas de
dicha institucion. Se mantuvieron 4 animales por caja en cuartos acondicionados a
20 £ 2T bajo un esquema automético controlado de 12hs luz/ 12hs oscuridad, con

comida y agua ad libitum.

1.2 Tumores mamarios

Los tejidos tumorales analizados en esta Tesis corresponden a pasajes de
neoplasias surgidas en ratones hembra de la cepa BALB/c infectadas con nuevas
cepas del virus del tumor mamario de ratén, denominadas conjuntamente como
MMTV(LA), descubiertas y descriptas en la Academia Nacional de Medicina
(Golovkina et al., 1997) y a implantes de una linea celular proveniente de un tumor
espontaneo surgido también en ratones BALB/c del bioterio del Instituto Angel Roffo,
denominada LM3 (Urtreger et al., 1997). Nuestro grupo ha reportado que los
sucesivos pasajes de los tumores primarios inducidos por el MMTV(LA) podian tener
un comportamiento dependiente o independiente de las hormonas de la prefez,
principalmente estrégenos y progesterona (Buggiano et al., 2002; Gattelli et al.,
2004). En los experimento reportados en esta Tesis se han utilizado Unicamente
pasajes de tumores mamarios que pueden crecer en ratones hembras sin estimulo
hormonal, por lo que los consideramos hormono-independientes. Asimismo, los
tumores generados por inoculacion de células de la linea LM3 no expresan
receptores hormonales (estrogenos y progesterona) y crecen sin requerimiento de
tratamientos hormonales (ver mas abajo en Lineas Celulares) (Urtreger et al., 1997).
Los trasplantes tumorales se realizaron por trocar en el caso de los inducidos por
MMTV y por inoculacién subcutanea de células tumorales en el caso de las células
LM3. Una vez implantados, el crecimiento de los trasplantes se siguid por palpacion

(dos veces por semana) y el tamafio tumoral se cuantific6 con un calibre Vernier.
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1.3 Extraccion de tejidos mamario normal y tumoral

Luego de sacrificar a las hembras se obtuvo el tejido mamario en todos los
casos por remocion del par de mamas N°4 (inguinales). En el caso del tejido tumoral,
los tumores fueron removidos del ratén antes de que alcanzaran 1cm?® de tamafio.
Ambos tipos de tejido fueron cortados en fragmentos de no mas de 0.5 cm de
diametro y rapidamente fijados en formalina al 10%, tamponada con buffer fosfatos a
pH 7.0, para el posterior analisis histolégico o congelados rdpidamente y guardados
en nitrégeno liquido. Para realizar los cultivos primarios a partir de tejido tumoral,
una vez que el tumor fue cortado en trozos, éstos se procesaron como se indica mas

abajo (ver cultivos primarios tumorales en la seccion Cultivos celulares).

2. Cultivos celulares
2.1 Cultivos primarios tumorales

Los cultivos primarios de tumores (CPT) inducidos por MMTV(LA) fueron
preparados a partir de pasajes tumorales que no expresaban receptores de
estrogeno ni progesterona (ER-PR-). En condiciones de esterilidad, cada tumor fue
cortado en pequefios trozos, lavado con medio MEM conteniendo antibiotico-
antimicético, disgregado mecanicamente vy filtrado utilizando una malla de acero
inoxidable. Este material fue re-suspendido en 20 ml de MEM suplementado con 1%
de suero fetal bovino (SFB) y dejado decantar por 20 minutos. La fase liquida de la
suspension fue removida y las células fueron re-suspendidas ahora en MEM
conteniendo 1% SFB y 10 ng/ml de Factor de crecimiento epidemial (EGF) (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y sembradas en placas de cultivo de 60 mm o placas
de 6 pocillos. Previamente las placas fueron tratadas con una solucion estéril de 50
pg/ml de coldgeno de rata tipo | (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) en
0,02 M de acido acético durante una hora a temperatura ambiente (18-22<), la
solucién remanente de colageno fue aspirada y las placas lavadas con PBS. Con
este procedimiento las placas quedan cubiertas con una pelicula de colageno que
favorece la adherencia celular del cultivo primario. Una vez que el cultivo alcanz6
confluencia (3 6 4 dias) se lavo con PBS y se incubé con MEM suplementado con

1% de SFB por 24-36 horas antes de comenzar los tratamientos correspondientes.
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2.2 Medios condicionados de cultivos primarios tumorales

Para generar los medios condicionados (MCs) de cultivos primarios tumorales
se partieron de CPT establecidos. Estos fueron incubados en MEM libre de suero
por 15 horas y luego se les agreg6 MEM suplementado con 1% de SFB por 48
horas. Una vez transcurrido este tiempo el medio fue colectado, centrifugado a 2000
rpm por 5 minutos a 4°C para remover desechos celulares. Luego, el sobrenadante
se alicuoté y guardé a -70°C hasta el momento de su uso. Estos medios
condicionados se utilizaron mezclados en proporciones de 30%, 50% y 80% con

medio fresco.
2.3 Lineas celulares

La linea celular HC11, derivada de glandula de mamaria normal de raton
BALB/c (cedida por la Dra. Nancy Hynes, Friedrich Meischer Institute, Basilea,
Suiza), fue mantenida en medio de crecimiento RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Internegocios, Bs As,
Argentina), 5 pg/ml de insulina (Sigma, Saint Louis, MO, USA) y 2 mM de glutamina
(SIGMA). La linea celular LM3 establecida a partir de un tumor espontaneo de mama
murino en ratén BALB/c (Gattelli et al., 2004) (cedida gentilmente por la Dra. Elisa
Bal de Kier Joffe, Instituto de Oncologia Angel H. Roffo, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires) fue mantenida en medio MEM suplementado con 5%
de SFB y 2 mM de L-glutamina. Todas las lineas celulares fueron mantenidas con
antibioticos y antimicoticos (100 Ul/ml de penicilina G sddica, 100 pg/ml de sulfato de
estreptomicina, 250 ng/ml de amfotericina B como fungizona, de Invitrogen) a 37C

en una atmosfera hiumeda con 5% CO» en el aire.

3. Ensayos de estrés mecanico ( in vitro)
3.1 Dispositivo utilizado

El dispositivo utilizado en esta Tesis fue diseflado y construido enteramente
en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA bajo nuestra direccion.
Este aparato, que permite aplicar un estimulo de estrés mecénico equibiaxial y
controlado a células adheridas a membranas de silicona (ver resultados, Capitulo 2,

Figuras 24 y 25 en pag. 81 y 83), consta de 5 piezas (Figura 9) :
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1) Cilindro hueco con una rosca externa hecho en Delrin® (pieza #1) que
constituye la base del dispositivo y cuya cara interior posee un soporte sobre la cual
se apoya la membrana de silicona de 43mm de diametro. La cara de la membrana

con las células adheridas se coloca mirando hacia arriba (Figura 11, paso 1).

2) Anillo de Delrin® (pieza #2) que encaja en el diametro interno de la pieza #1 'y
fija la membrana de silicona en esta posicién (Figura 11, paso 2) .

3) Embolo hueco de Teflon® (pieza #3) que se apoya sobre la membrana de
silicona y que puede deslizarse verticalmente por dentro del ensamble de las pieza
#1y 2 (Figura 11, paso 3) .

4) Arandela hecha en Delrin® (pieza #4) que se apoya sobre la pieza #3 (Figura
11, paso 4).

5) Tapa a rosca de Aluminio (pieza #5) que se coloca sobre la pieza #4 (Figura
11, paso 4) y que puede enroscarse con la pieza #1. Cuando esto sucede, la pieza
#5 empuja hacia abajo la pieza #4, y esta a su vez el embolo hueco (pieza #3) que

estd en contacto con la membrana de silicona. Cuando el émbolo se desliza

verticalmente, empuja la membrana de silicona y la estira (Figura 11, paso 5).

Figura 9. Dispositivo utilizado para estirar células in vitro. Imagen que muestra al dispositivo
armado y a las piezas individuales que lo forman (1-5). La caja de Petri de 60 mm de la fotografia
es una referencia de las dimensiones del dispositivo.
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Las caracteristicas de los materiales que se utilizaron para la construccion del

dispositivo hacen que pueda ser completamente esterilizado por autoclavado.

En la Figura 10 se encuentra esquematizado el dispositivo con las
especificaciones necesarias para su reproduccion. Ademas, para un dispositivo
como el descripto (Figura 10), la relacion existente entre el nimero de vueltas de
rosca y el desplazamiento del émbolo es de 0,54 mm por vuelta. Este dato fue
utilizado para calcular, con el modelo tedrico, el estiramiento que se le puede ejercer

a la membrana de silicona (ver resultados, Capitulo 2, Figura 24 en pag. 80).

3.2 Membranas de siliconas

Comerciales: Se utilizaron membranas de silicona comerciales (43mm
didmetro y 1mm de espesor) que traen una cubierta de colageno tipo | (Flexcell
International, Hillsborough, NC, USA).

Preparadas en el laboratorio:  Debido al alto costo que poseen las
membranas de silicona comerciales, decidimos prepara membranas de silicona en
nuestro laboratorio de manera de reducir el costo de nuestros experimentos. Las
membranas fueron preparadas vulcanizando silicona liquida (Rhodorsil RTV-1556,
Rhodia, France y utilizando platino como catalizador (importados por Silicon
Argentina) en una relacion 10:1 masa en masa segun las indicaciones del fabricante.
Brevemente, la mezcla liquida fue colocada en matrices rectangulares de acrilico y
se dej6 polimerizar sobre una superficie plana a temperatura ambiente (25°C) entre
5-7 dias. El espesor de las membranas delimitado por la matriz fue de 1mm. Luego
de finalizada la polimerizacion, las membranas fueron cortadas en circulos de 43 mm
de diametro y lavadas en una solucion 5,7% de KOH en metanol por 5 minutos, de
manera de remover el HCI derivado de la polimerizacion. Posteriormente las
membranas fueron lavadas en H,O destilada, esterilizadas por autoclavado y
secadas antes de ser utilizadas. Con el objetivo de mejorar la eficiencia de pegado
de las células epiteliales mamarias (HC11) a estas membranas, las mismas fueron
incubadas en condiciones de esterilidad con una solucién 50ug/ml de Colageno Tipo
| (SIGMA, USA) en 0,2N de &cido acético durante 1 hora a temperatura ambiente.
Luego, esta solucion fue removida, las membranas se lavaron con PBS estéril y se

procedié al sembrado de las células.
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Figura 10. Disefio del dispositivo utilizado para estirar células in vitro. Esquema de un corte
transversal de cada una de las piezas del dispositivo, realizado a escala, con las especificaciones
necesarias para su reproduccion. Las medidas se encuentran expresadas en milimetros (mm) y ®
corresponde a medidas de didmetros.
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3.3 Protocolo de estimulacion mecanica

Las membranas de silicona estériles (comerciales o preparadas en el
laboratorio) eran colocadas sobre el fondo de una placa de Petri de 60 milimetros
(mm) de didmetro, se sembraban 7,5x10° células por placa en medio RPMI
suplementado con 10% de SFB, 5ug/ml de insulina, 10ng/m de EGF | y se permitia
gue alcancen confluencia (48-72 horas). Luego, el medio era removido, se lavaron
con PBS estéril y se agregé medio RPMI sin suplementos durante 4 6 12 horas,
segun el tipo de andlisis a realizar. Posteriormente, se retiraba cuidadosamente la
membrana de siliconas con las células adheridas de las placas de Petri y se
colocaba en del dispositivo (Figura 11, paso 1). Seguidamente, el dispositivo era
montado siguiendo los pasos descriptos en la Figura 11 (paso 1 al 5) y se agregaba

medio RPMI sin suplementos y pre-incubado a 37°C.

El estimulo se aplicaba como un Unico paso de estrés mecanico lineal
sostenido en un rango de entre 0 a 30% durante 1 hora o un Unico paso de
estiramiento del 20% sostenido que segun cada experimento se realizo por durante
15 min, 30min y 1, 3, 6, 8, 15 6 24 horas. Finalmente, se llevaron a cabo los

diferentes protocolos de extraccion de ARN, proteina o medios condicionados (MCs).

El modelado en 3D mostrados en la Figura 3 se realizé utilizando el programa

Rhinoceros version 3.0 (McNeel North America, Seattle, USA).

células
%

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5

Figura 11. Ensamble del dispositivo utilizado para estirar células in vitro. Vista esquematica
(realizada a escala) del proceso de ensamble del dispositivo para un protocolo de estiramiento.
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3.4 Anadlisis por microscopia de las células montadas en el dispositivo

Las observaciones fueron realizadas utilizando un microscopio invertido
(Diavert, Leitz Wetzlar, Germany) equipado con una camara digital Canon Rebel 350
XT (Canon USA Inc., USA). Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa
Image J 1.37v (Wayne Rasband, NIH, USA).

3.5 Medios condicionados de células expuestas a estrés mecanico

Para generar los medios condicionados (MCs) de células sometidas a un
pulso continuo de estrés mecanico, una vez que las células alcanzaron confluencia,
fueron incubadas en medio RPMI libre de suero por 12 horas. Luego de transcurrido
este tiempo, las membranas fueron retiradas de las placas, montadas en el
dispositivo y con el agregado de 800 ul de medio RPMI fresco libre de suero a 37°C
y se procedio a aplicar el protocolo de estiramiento antes descripto durante 8, 15y
24 horas. Una vez transcurrido este tiempo el medio fue colectado, centrifugado a
2000 rpm por 5 minutos a 4°C para remover los desechos celulares, el sobrenadante

fue alicuotado y guardado a - 80°C hasta el momento de su uso.

4. Preparacion del material, En sayos Bioquimicos y Moleculares
4.1 Preparacion de ARN

Para preparar ARN a partir de tejido mamario normal y tumoral se
homogeneizaron los fragmentos congelados con un homogeneizador (Tissue Tearor,
modelo 985370). En el caso de las glandulas mamarias normales se realiz6 en 1 ml
de buffer de lisis del kit “SV Total RNA Isolation System” (Promega) y se continud
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. En los casos de la preparacion de
ARN a partir de tejido tumoral, que no presenta un gran componente graso como la
mama normal, o cultivos primarios y lineas celulares, ésta se realiz6 utilizando el
reactivo de Trizol (Invitrogen). En estos casos, se siguio el protocolo indicado por el
fabricante que incluye, una extraccion con cloroformo y la precipitacion del ARN con
isopropanol (Merck), el lavado del pellet de ARN con etanol 75% y finalmente su re-

suspension en agua libre de ribonucleasas. En todos los casos las preparaciones de
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ARN fueron cuantificadas en un espectofotdmetro (GeneQuant Pro; GE) a partir de
la medicion de la absorbancia a 260 nanometros. En nuestros estudios solo se
utilizaron los ARNs que mostraron una relacion 260/280 nm > 1,8. Para comprobar la
integridad del ARN se evalud la presencia de las dos bandas correspondientes al
ARN ribosomal por electroforesis en geles de agarosa y luego las preparaciones asi

obtenidas fueron conservadas a -80°C.

4.2 Retrotranscripcion y PCR

Para realizar la transcripcion reversa, se utilizaron 2 ug de ARN total, 0,25 pl
Oligo-dT (Biodynamics), 1mM de dNTPs (Promega), 20U de inhibidor de
ribonucleasas (RNAsin, Promega), 200U de la enzima transcriptasa reversa MMLV
(Promega) en buffer de transcripcion MMLV 1X (Promega) en un volumen final de

reaccion de 20 ul y a continuacion se siguio el protocolo indicado por Promega.

Todas las reacciones de PCR descriptas en este trabajo se realizaron en 25 pl
de volumen final con 3 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,25 mM de dNTPs, 1,25 U de la
enzima Taq polimerasa (Invitrogen), y 0,04 ug/ul de cada oligonucleétido especifico
para la secuencia a amplificar (Tabla 1), en su correspondiente buffer de
polimerizacion 1X (Invitrogen). La amplificacion del ARNm de C/ebp-6 se detectd por
tincion de geles de agarosa con Bromuro de Etidio (BrEt, Sigma), se utilizaron 2 pl
del ADNc como molde y el programa utilizado fue el siguiente: 3 minutos a 96°C, 25
ciclos de 1 minuto a 94°C, 40 segundos a 59°C y 1 minuto a 72°C, y una elongacion
final de 10 minutos a 72°C. El producto se detecté por electroforesis en gel de
agarosa 1,5% tefiido con BrEt, en buffer TAE 1X (40mM Tris, 40mM de &cido
aceético, 1ImM de EDTA) vy fue visualizado con luz ultravioleta. En los ensayos de
PCR en tiempo real, se utilizaron 0,4 ul de ADNc y las PCRs se llevaron a cabo
mediante el agregado de Sybr Green (Roche) 1:30.000 a la mezcla de reaccion y
utilizando el ciclador “DNA Engine Opticon” (MJ Research). Cada muestra a analizar
fue determinada por triplicado. Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados con
el programa Beacon designer 7.21 (Premier Biosoft International) y se describen en
la Tabla 1. El programa que se utilizé en todos los casos fue el siguiente: 4 minutos a
94°C, 40 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a la temperatura de hibridacién

correspondiente (indicada en la Tabla 1) y 40 segundos a 72°C, efectuandose una
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lectura de la fluorescencia producida al finalizar cada paso a 72°C. Para cada uno de
los genes, se realizaron curvas de temperatura de hibridacion y de concentraciones
de i6n magnesio a fin de seleccionar las condiciones Optimas de reaccion. La
existencia de un solo producto de amplificacion se determind mediante la
observacién de la curva de melting y corriendo la muestra luego de la amplificaciéon
en geles de agarosa tefiidos con BrEt. La amplificacién producida por cada par de
oligonucleodtidos debié cumplir el requisito de tener una eficiencia cercana a 2. Para
calcular la eficiencia promedio de la reaccion y poder estimar la masa de molde
inicial relativa en cada muestra se realizo en cada reaccion una curva de calibracion
con diluciones al medio seriadas partiendo de una mezcla de los ADNc en estudio.
Una vez calculada la masa inicial relativa en cada réplica, se promediaron las 3
réplicas, y se normalizaron a los valores obtenidos para el gen actina o gapdh.

Finalmente, los valores obtenidos fueron relativizados al tratamiento control.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para realizar las PCR en tiempo real

Nombre | Secuencia de oligonucleétidos (5--- 37) Tamafio (nts) T° annealing | [MgCIZ2]
Directo CGCTGGAGGGTCTTTGATGGAAG

c-fos 203 69 C 3mM
Inverso CGTGGAACTGGAACTGGATGATG
Directo CGCTGGAGGGTCTTTGATGGAAG

lif 210 62 C 4 mM
Inverso GTGGAACTGGAACTGGATGATG
Directo CGCTGGAGGGTCTTTGATGGAAG

tnf-a 245 61 C 3mM
Inverso CGTGGAACTGGAACTGGATGATG
Directo CGCTGGAGGGTCTTTGATGGAAG

c-ebp-6 300 61 C 3mM
Inverso CGTGGAACTGGAACTGGATGATG
Directo CGCTGGAGGGTCTTTGATGGAAG

actina 350 62 C 4 mM
Inverso CGTGGAACTGGAACTGGATGATG
Directo AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC

gapdh 200 65 C 3mM

Inverso GAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG
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4.3 Andlisis de proteinas
Preparacion de extractos proteicos

Para extraer proteinas tanto de células como de tejido, se utilizé buffer de lisis
RIPA (20 mM de Tris HCI pH=7,4, 2 mM de EDTA, 137 mM de NacCl, 10% de
glicerol, 0,1% de SDS, 0,5% de deoxicolato de sodio y 1% de triton X100)
suplementado con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail set I,
Calbiochem, San Diego, CA, USA) y fosfatasas (ImM de NaF o 40 mM de
glicerofosfato de sodio y 1 mM de Na,VO4). Para ambos tipos de muestras, se
realizaron ciclos de congelamiento y descongelamiento en hielo, luego de lo cual se
mantuvieron los tubos en hielo por al menos 30 minutos. Posteriormente, se los
centrifugd a 12.000 rpm durante 25 minutos a 4C y los sobrenadantes fueron
transferidos a nuevos tubos eppendorf y guardados a -80C para su posterior uso.
En el caso de la extraccion a partir de tejido, el paso de centrifugacion se repitio al
menos 2 veces. La concentracion de proteinas presente en el sobrenadante se
determiné mediante el método Bradford (Bradford, 1976) la curva de calibracion se

realizé con concentraciones creciente (1-10 pg/ul) de albumina sérica bovina (BSA).

Analisis de Western Blot

20-50 ug de proteinas fueron llevadas a un mismo volumen con H,O
destilada. Se agrego6 buffer de siembra (50 mM de Tris-HCI pH 6,8; 2% de SDS, 10%
de glicerol, 0,006% de azul de bromofenol y 2% de [(-mercaptoetanol) y se las
calenté 8 minutos a 100°C para completar el proceso de desnaturalizacion.
Posteriormente las proteinas se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida/SDS de porcentaje variable (8-12%) segun el peso molecular de las
proteina a revelar La composicion de los geles concentradores utilizada fue:
Acrilamida:Bisacrilamida (29:1), 0,125 M de Tris-HCI pH=6,8, 0,1% de SDS, 0,05%
de persulfato de amonio, 0,1% de TEMED. La composicion de los geles separadores
utilizada fue: Acrilamida:Bisacrilamida (29:1) entre 8 y 12%, 0,375 M Tris-HCI
pH=8,8, 0,1% de SDS, 0,03% de persulfato de amonio 0.03%, 0,07% de TEMED.
Las muestras se corrieron a voltaje constante (30 minutos a 80 V y 4 horas a 100 V)
en el buffer correspondiente (25 mM de Tris-HCI pH= 8,8, 192 mM de glicina, 0.1%

de SDS) y luego se electro-transfirieron en frio a una membrana de PVDF (Bio-Rad,
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Hercules, CA, USA) a 300 mA durante 1,5 horas en buffer de transferencia (25 mM
de Tris-HCI pH=8.8, 192 mM de glicina, 20% de metanol). Finalizada la electro-
transferencia se realiz6 una tincion de las proteinas en la membrana durante 5
minutos con una solucién de rojo Ponceau-S al 0,1% en acido acético 5% para
verificar la eficiencia de la transferencia. Luego se lavo y se bloqued la membrana a
temperatura ambiente durante 30 minutos con una solucion al 5% de leche
descremada (Molico) en PBS-T (PBS: 4g de NaCl, 0.1g de KCl, 1.42g de Na2HPO4
y 0.12g de KH2PO4, llevado a 1 litro con H,Od y a pH=7,4+ 0.1% de Tween 20) en
agitacion constante. Posteriormente, la membrana se incub6 durante toda la noche a
4C con los anticuerpos primarios especificos correspondiente para cada caso
(Tabla 2) en PBS-T conteniendo 2% de leche descremada. Al dia siguiente se
realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS-T y luego se incubd la membrana durante
1,5 horas a temperatura ambiente los respectivos anticuerpos secundarios (Tabla 3)
preparados en 2% leche en PBS-T. A continuacion, se repitio el protocolo de lavado
y finalmente el western blot fue revelado por quimioluminiscencia utilizando el
reactivo “ECL+Plus System” (GE Health Care, UK) segun indicaciones del
fabricante. La sefial de quimioluminiscencia fue capturada utilizando el analizador de
imagenes FUJIFILM LAS-1000. El peso molecular de las bandas detectadas se
compard con un marcador de peso molecular (Rainbow Marker, GE Health Care,
UK)) sembrado en el mismo gel. La intensidad de las bandas presentes en las
imagenes fueron cuantificadas por densitometria utilizando el programa ImageJ
1.34s software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA.
http://rsb.info.nih.gov/ij/). A los valores de intensidad obtenidos para cada banda se
les resto el valor correspondiente al ruido de fondo de una misma é&rea y fueron
normalizados con respecto a la cuantificacion de las sefales de B-actina, B-tubulina,
segun corresponda y referidos al tratamiento control correspondiente. Para los casos
en donde se analizaron los niveles de fosforilacion de proteinas, la cuantificacion
obtenida para los niveles de la proteina fosforilada fueron normalizados contra los
valores obtenidos para la proteina total y nuevamente fue referido al tratamiento

control respectivo.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para los ensayos de Western Blot y las

Inmunohistoquimicas.

*Anticuerpos utilizados para Inmunohistoquimicas

Anticuerpo 12 Especie Empresa N2 de Catdlogo Dilucion
Anti p(Tyr)STAT3 Raton | Santa Cruz Biotechnologies sc-8059 1:800
Anti STAT3 Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-482 1:800 6 1:150*
Anti p(Tyr)ERK1/2 Ratén | Santa Cruz Biotechnologies sc-7383 1:800
Anti ERK1/2 Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-154 1:1000
Anti p(Thry Tyr)JNK1,2,3 | Ratdon | Santa Cruz Biotechnologies sc-6254 1:500
Anti JNK1/3 Cabra | Santa Cruz Biotechnologies sc-474-G 1:1000
Anti c-Fos Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-7202 1:1000
Anti p(Thr)AKT Conejo | Cell Signaling Technology 9275 1:800
Anti AKT 1 Cabra | Santa Cruz Biotechnologies sc-1618 1:1000
Anti p(Tyr)STAT5a Conejo Abcam 30648-100 1:500
Anti STAT5a Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-1081 1:1000
Anti Actina Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-1616-R 1:3000
Anti B-tubulina Conejo | Santa Cruz Biotechnologies sc-9104 1:3000
Anti LIF Cabra | Santa Cruz Biotechnologies sc-1336 1:100*
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Tabla 3. Anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa utilizados para los ensayos de
Western Blot.

Anticuerpo 12 | Especie Empresa N¢ de Catédlogo | Dilucién
Anti Ratdn Cabra | Santa Cruz Biotechnologies sc-2005 1:3000
Anti Conejo Cabra | Santa Cruz Biotechnologies sc-2004 1:5000
Anti Cabra Mono | Santa Cruz Biotechnologies sc-2020 1:5000

4.4 Analisis histolégico: Estudios morfolégicos e inmunohistoquimicos

Los fragmentos de glandulas mamarias y tumores fijados en 10% de formalina
neutra fueron embebidos en parafina. El taco de parafina fue posteriormente
seccionado, en laminas de aproximadamente 4 micrones de espesor, utilizando un
micrétomo, y fijados a un porta-objetos utilizando procedimientos estandar. Los
estudios morfoldgicos se realizaron por microscopia 6ptica sobre cortes tefiidos con

hematoxilina-eosina (H&E).

Inmunohistoquimica

Los cortes de tejido fueron desparafinados en xileno durante 2 horas y luego
incubados con etanol 100% durante 10 minutos. La peroxidasa enddgena se inhibié
mediante un tratamiento con una dilucién 30 volimenes de H,O, (Parafarm,
Argentina) en metanol 1:12,5 por 30 minutos. A continuacion se realizaron
incubaciones sucesivas de 5 minutos cada una en un gradiente decreciente de
concentraciones de etanol en agua destilada (96%, 70%, 50%, 30% y H20
destilada) con el objetivo de re-hidratar las muestras. Posteriormente, se incubaron
los cortes en PBS durante 10 minutos seguido de un bloqueo con suero normal de
caballo al 5% en PBS durante 30 minutos. Finalmente, los cortes fueron incubados
en cAmara humeda durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo anti-STAT3 en
una dilucion 1:150 en PBS, o bien un anticuerpo anti-LIF 1:100 en PBS (Tabla 2).
Para la amplificacion y deteccion de la sefial se utilizé el kit Elite ABC (Vector
Laboratories Inc., Burlington, CA, USA) y se siguieron las indicaciones del fabricante.

Brevemente, luego de la incubacién con el anticuerpo primario, se realizaron lavados
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en PBS (4g de NaCl, 0.1g de KCI, 1.42g de Na2HPO4 y 0.12g de KH2PO4, llevado
a 1 litro con H,Od y a pH=7,4) y se incubd con un anticuerpo secundario acoplado a
biotina en una dilucién 1:200 en PBS en cdmara humeda durante 30 minutos. Luego
se lavaron los cortes con PBS y se los incubd durante 30 minutos en camara
humeda con el sistema amplificador avidina-biotina acoplado a peroxidasa.
Posteriormente, se realizaron lavados en PBS durante 5 min y se reveld el complejo
antigeno-anticuerpo usando como cromogeno a la diaminobencidina (DAB; Dako,
Carpinteria, CA, USA) previamente activada con H,O,y con un tiempo de incubacion
entre 2 y 5 min hasta observar que el tejido adquiria un tono amarronado brillante.
Como control de especificidad de la sefial obtenida se omitié el uso de anticuerpo
primario en uno de los cortes de cada preparado, reemplazandolo por PBS. Para
contrastar la marca positiva se realizé una tincion con hematoxilina (Biopur SRL) al
10% en agua. Finalmente, se deshidrataron los cortes por sucesivos pasajes por
alcoholes de graduacion creciente y luego en xileno para montarlo posteriormente
utilizando Balsamo de Canada. Los cortes fueron observados en un microscopio
optico Olympus cx31 y las imagenes fueron captadas utilizando una camara digital

Olympus SP350 acoplada al mismo.

Tanto el andlisis morfolégico como inmunohistoquimico fue realizado con la
ayuda y supervision del Dr. Roberto Meiss, médico patélogo de la seccién IIHEMA-

IEO de la Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina).

4.5 Inmunofluorescencia indirecta

Se cultivaron células HC11 en porta-objetos con cAmaras de incubacion Lab-
tek (NUNC, Rochester, NY, USA) por 48 horas, luego fueron pre-incubadas por 1
hora con 30uM del péptido inhibidor especifico de STAT3 y luego fueron tratadas
con LIF (50 ng/ml) por 30 minutos. Las células fueron fijadas en para-formaldehido al
4% por 25 minutos a temperatura ambiente, lavadas con PBS y pre-incubadas por 5
minutos en buffer de bloqueo conteniendo 0.1% de SDS y 3% de albumina sérica
bovina en PBS. Luego de lavar con PBS las células fueron incubadas con un
anticuerpo policlonal de conejo anti-STAT3 (ver Tabla 2) diluido 1:100 en la misma
solucion de bloqueo. Luego de lavar con PBS, las células fueron incubadas durante

1 hora en presencia de un anticuerpo anti-lgG de conejo hecho en burro conjugado a
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Cy3 (dilucion 1:500) (1.5 mg/ml; Jackson Immunoresearch Laboratories, PA, USA),
cedido gentilmente por Dra. Guberman (Departamento de Quimica Bioldgica,
FCEyN, UBA).

Las células fueron montadas y observadas bajo un microscopio confocal
Olympus Fluoview FV300. Las imagenes fueron procesadas y analizadas utilizando

el programa Adobe Photoshop (Adobe Systems, Inc., New York, NY, USA).

4.6 Ensayo de inmuno-absorcion ligado (ELISA)

Siguiendo el protocolo experimental descripto anteriormente, al cabo de un
pulso sostenido de estrés mecénico de duracion variable (8, 15, 24 y 48 horas), se
colectaron los medios condicionados generados por células expuestas al estimulo
mecanico in vitro. Los niveles de la citoquina LIF presente en estos medios fueron
cuantificados utilizando el kit de ELISA de captura especifico MLFOO (R&D, USA)

siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante.

4.7 Ensayos de viabilidad celular - Tincidn por cristal violeta

El nimero de células aun adheridas a la placa de cultivo al final de cada
experimento fue evaluado por tincion con el colorante cristal violeta (Lopez-Marure et
al., 2002). Brevemente, células en cultivo fueron crecidas en placas de 96 pocillos y
sometidas a diferentes tratamientos. Luego, éstas fueron fijadas con 100 ul de
glutaraldehido al 1,1% en PBS frio durante 15 minutos a 4°C, posteriormente
lavadas con agua destilada, secadas al aire y tefiidas durante 20 minutos mediante
el agregado de 100 ul de una solucion del colorante cristal violeta al 0,1% en 200
mM de acido fosforico pH=6. Después de descartar cuidadosamente el colorante, las
células tefiidas se lavaron reiteradamente para eliminar el exceso del mismo. Luego,
se dejo luego secar y se agregaron 100 ul de &cido acético al 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se determiné la densidad Optica a 590

nm con un espectrofotometro de placa (Benchmark, Bio-Rad, USA).
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4.8 Analisis de Apoptosis — Actividad de simil-caspasa 3

Los niveles de actividad de caspasas efectoras se determinaron mediante un
test colorimétrico utilizando el sustrato especifico acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7- amino-4
p-nitroanilida (Ac-DEVDpNA) capaz de ser clivado por estas caspasas.
Brevemente, las células en cultivo luego de ser lavadas con PBS se trataron con una
solucién de lisis (50 mM de Tris—HCI pH=7.4, 1 mM de EDTA, 10 mM de EGTA, 10
MM de digitonina, 0,5 mM de PMSF, 1,5 uM de aprotinina, 14,6 uM de pepstatina y
63,86 uM de benzamidina) por 30 minutos a 37°C. Luego, se continud la incubacion
en hielo durante 1 h, se centrifug6 a 12.000 rpm a 4°C, se colecto el sobrenadante y
la concentracion de proteinas presente fue cuantificada por el método de Bradford
(Bradford, 1976). A continuacion, se llevdo a cabo la reaccion enzimatica de la
siguiente manera: 150 ul del sobrenadante (50 pg de proteina) fueron incubados
durante 3-12 horas a 37°C con 146 pul de solucion de incubacion (100 mM de HEPES
pH=7.5, 20% de glicerol, 0,5 mM de EDTA y 5 mM de dithiothreitol) y 4 ul del
sustrato de caspasas acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4 p-nitroanilida 100 uyM (Ac-
DEVDpNA, Calbiochem, USA). La liberacion del croméforo pNA catalizada por la
accion de la Caspasa fue determinada mediante la medicion de la absorbancia a 405
nm con un espectrofotometro de placa (Benchmark, Bio-Rad, USA). A los valores
obtenidos para las muestras, se le resto el valor correspondiente a la reaccion en la
cual se habia omitido el agregado de sustrato. La actividad especifica (AE) de
caspasa fue expresada como unidades de absorbancia de pNA por miligramo de
proteina. Los valores obtenidos para las muestras pertenecientes a cada grupo
experimental se promediaron, se calculd la desviacion estdndar y se realiz6 un

analisis estadistico para determinar la existencia de diferencias significativas.

4.9 Analisis estadistico

En todos los casos el analisis estadistico se realizé utilizando el software
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc.) y consistieron en estudios de ANOVA de un factor
seguidos de pruebas post hoc de Tukey-Kramer para disefios balanceados. Los
resultados fueron expresados como media + desviacion estandar y las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas si se cumplia que p<0,05. Antes

de realizar el analisis estadistico se corroboré que los datos cumplieran con los
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supuestos de normalidad y homocedacia usando las pruebas de Lilliefors y Bartlett
respectivamente. En algunos casos se utilizaron los datos transformados con la
funcién logaritmo o raiz cuadrada de manera que los supuestos se cumplan. En
todos los casos, los tratamientos con letras distintas (a, b, ¢, d y e) son
significativamente distintos entre si. Si al menos una letra es compartida entonces no
se encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas entre

ellos.
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Capitulo 1

1.1 Expresion de LIF y activacién de STAT3 en tumores mamarios murinos

Trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron que los tumores mamarios
murinos inducidos por el virus MMTV expresan altos niveles de ARNm de LIF y de
su receptor (R-LIF), mientras que las lineas celulares LM3 y LMM3 (derivadas de un
adenocarcinoma mamario murino espontaneo) expresan LIF pero no la subunidad
gpl190 de su receptor. Por otro lado, el analisis de los niveles de fosforilacion de
STAT3 por western blot en estos modelos, reveld6 que mientras los tumores
inducidos por MMTV presentan altos niveles del factor de transcripcion STAT3
fosforilado en la tirosina 705 (pSTAT3) en las células LM3 y LMM3 los mismos son
indetectables. Estos resultados, nos llevaron a pensar que el LIF, a través de la
activacion de su receptor podria tener un importante en la activacion de la via

JAK/STAT3 en tumores mamarios.

En primer lugar, nos preguntamos si lo observado previamente en las células
LM3 y LMM3 podria deberse a las condiciones de cultivo por lo cual decidimos
analizar estos parametros in vivo en tumores mamarios surgidos por la inoculacion
de células LM3 (LM3-t) (Urtreger et al., 1997). Como control se utilizaron pasajes
singenéicos de tumores inducidos por MMTV, los cuales son adenocarcinomas
mamarios que pueden presentar distintos grados de diferenciacion (Buggiano et al.,
1999).

En primer lugar, realizamos un andlisis morfolégico, en cortes histologicos
tefiidos con hematoxilina y eosina de ambos tipos de tumores. En la Figura 12A, se
muestra la imagen de uno de estos pasajes de tumores MMTV que presenta una
morfologia moderadamente diferenciada con areas papilares quisticas. A pesar de
que estos tumores también poseen regiones solidas pobremente diferenciadas, se
pueden observar en ellas células epiteliales redondeadas formando pequefias
estructuras glandulares (Figura 12A H&E, detalle) . Por el contrario, observamos
gue los tumores LM3-t son adenocarcinomas pobremente diferenciados, cuyo
parénquima presenta células tumorales grandes y nucleos hipercromaticos. En estos
tumores, se observa un estroma vascular abundante conteniendo fibroblastos,
neutrofilos, linfocitos, células plaméticas y ocasionalmente mastocitos (Figura 12B,

H&E) e imagenes caracteristicas células apoptoticas, extensas areas de necrosis
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hemorragicas (Figura 12B, H&E) y areas con apariencia sarcomatosa (Figura 12B,
H&E, detalle) .

Una vez caracterizados los tumores, analizamos los niveles de expresion de
LIF, en cortes provenientes de tumores MMTV-t y LM3-t por inmunohistoquimica. En
ambos casos, la marcacion de LIF fue predominantemente epitelial aunque se
pudieron observar células estromales con marcacion positiva (Figura 12C y D) . La
expresion de LIF en glandulas mamarias en estadio de involucién y lactancia fue
utilizada como control positivo y negativo, respectivamente (Figura 12E y F).
Posteriormente, analizamos los niveles de activacion de STAT3 por
inmunoprecipitacion de STAT3 total y western blot contra su forma fosforilada en
muestras provenientes de ambos tipos de tumores. Observamos que los tumores
MMTV-t presentan niveles de pSTAT3 mucho mayores que los tumores LM3-t
(Figura 13). Confirmamos estas observaciones mediante el estudio de su
localizacion sub-celular utilizando un anticuerpo especifico que reconoce al STAT3
total. Observamos que mientras los tumores MMTV-t poseen marcacién nuclear
positiva tanto en células epiteliales como estromales (Figura 12G); la marcacién
para STAT3 en tumores LM3-t fue detectada predominantemente en el citoplasma
de células epiteliales (Figura 12F) sugiriendo que STAT3 se encuentra inactivo en

estos tumores.
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Figura 12. Andlisis morfolégico e inmunohistoquimico de pasajes de tumores inducidos por
MMTV (MMTV-t) y tumores generados por inoculacion de células LM3 (LM3t) creciendo in
vivo. (A, B) Cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina/eosina, (A) MMTV-t moderadamente
diferenciados. Se observan formaciones papilares hacia el lumen de conductos quisticos y areas
menos diferenciadas con pequefias estructuras glandulares. Aumento X100; detalle X400. (B)
Adenocarcinoma LM3-t pobremente diferenciado con estroma que presenta abundante
infiltrado vascular. Areas de apariencia sarcomatosa e imagenes apoptoticas (punta de flecha). En
(A, B) aumento X100; detalle X400. (C-F) Inmunohistoquimica de LIF (C) MMTV-t: Distribucion
regular heterogénea principalmente en areas pobremente diferenciadas con marcacion positiva
nuclear y citoplasmatica; intensa tincidn positiva aumentando hacia la periferia lo que indica un
patron secretorio (punta de flecha). (D) LM3-t: Marcacién positiva en parches. El detalle muestra
la marcacién positiva citoplasmatica. El patrén de marcacion de membrana pobremente definido
y la tincidn citoplasmatica granular indican que LIF esta siendo secretado por estas células (punta
de flecha). (E) Glandulas mamarias en involucién (48 hs) y (F) lactando se usaron como controles
de marcacion de LIF positiva y negativa respectivamente. Aumento en (C-F) X250; detalle: X400
(G, H). Inmunohistoquimica de STAT3 (G) MMTV-t: tenue marcacion positiva nuclear en el
estroma e importante marcacion nuclear positiva en el parénquima tumoral, que se vuelve mas
intensa en dreas soélidas. Detalle: marcacion positiva nuclear en regiones glandulares del tumor.
(H) Tumor LM3-t con marcacién positiva citoplasmdtica intensa en células estromales y
epiteliales. Aumento en (G, H) X250; detalle X400.
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Figura 13. Analisis de la los niveles de fosforilacién en tirosina de STAT3 en MMTV-t y LM3-t. Se
analizaron por western blot los niveles de pSTAT3 y STAT3 en tumores creciendo in vivo: LM3t
(calle 1) y diferentes lineas de MMTV (calle 2 a 5). La fotografia, corresponde a un western blot
representativo.
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Estos resultados indican que la ausencia de activaciéon de STAT3 observada
en las células LM3 in vitro no se debe a las condiciones de cultivo ya que en los
tumores LM3-t los niveles de activacion de este factor de transcripcién también son

indetectables a pesar presentar marcacion positiva para LIF.

Con el objetivo de analizar si la sefial mediada por LIF es determinante para
la activacion de STAT3 en tumores mamarios murinos, evaluamos la capacidad de
LIF de inducir la fosforilacion en tirosina de STAT3 en células en cultivo. Para esto,
incubamos células epiteliales mamarias normales (HC11), cultivos primarios
tumorales provenientes de MMTV-t (CPT) y la linea tumoral LM3 con 80ng/ml de LIF
recombinante durante 15 minutos y luego analizamos los niveles de fosforilacion de
STATS3 por western blot. Los resultados muestran que en las células normales como
en los CPTs el tratamiento con LIF induce la fosforilacion de STAT3, lo cual no se

observa en las células LM3 (Figura 14A) .

La IL-6 es una citoquina de la familia de LIF que utiliza una subunidad
receptora diferente de gp190 pero la misma via de sefializacion. Por lo tanto, con el
objetivo de determinar si la falta de activacion de STAT3 en células LM3 se debe
so6lo a la falta 0 muy baja expresion de la subunidad del receptor de LIF (gp190) y no
a un problema en la integridad de la via de sefalizacion gpl130/JAK/STATS;
evaluamos el efecto de la IL-6 sobre lo los niveles de fosforilacion de STAT3 en
estas células. Para esto, se analizaron los niveles de fosforilacion de STAT3 en
células LM3 tratadas con 80ng/ml de IL-6 durante 15 minutos. Los resultados nos
muestran una marcada induccién de la fosforilacion de STAT3 (Figura 14B) causada
por el tratamiento con la IL-6, indicando la integridad de la via gp130/JAK/STAT3 en

estas células.
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Figura 14. Induccion de la fosforilacion de STAT3 en células mamarias en cultivo. (A) Western
blot de pSTAT3 y STAT3 en células HC11, LM3 y CPT tratadas con 80ng/ml de LIF durante 15
minutos. Se utilizaron glandulas mamarias de 5 dias de lactancia (LAC) o involucionadas por 48
horas (INV) como controles negativo y positivo respectivamente. (B) Niveles de fosforilacion de
STAT3 en células LM3 y HC11 sin tratar o tratadas con IL-6 o LIF (80ng/ml) durante 15minutos.

Los antecedentes indican que las células tumorales presentan niveles de
pSTAT3 elevados y persistentes en comparacion con las células normales y se
propone que esta diferencia podria atribuirse en parte a una pérdida de los
mecanismos involucrados en la regulacion negativa de la fosforilacion de este factor
de transcripcién. En base a esto, decidimos analizar y comparar el curso temporal de
los niveles de fosforilacion de STAT3 en células mamarias no tumorales (HC11) y
tumorales (CPT) incubadas con LIF (80ng/ml) durante los tiempos indicados (0-8
horas) (Figura 15) . Los resultados muestran que el tratamiento con LIF produce una
fosforilacién transitoria de STAT3 que alcanza un maximo a los 15 minutos, luego
estos niveles disminuyen manteniéndose bajos durante las siguientes 8 horas
(Figura 15) . Esto resultados indican que STAT3 posee una cinética de activacion
inducida por LIF muy similar en ambos tipos de cultivo y sugiere que al menos los
mecanismos de regulacion negativa de la activacion de la via LIF/JJAK/STAT3 son

similares en los dos tipos celulares.
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Figura 15. Cinética de fosforilacion de STAT3 en células mamarias no tumorales y tumorales.
Se analizd por western blot el efecto de LIF (80ng/ml) sobre los niveles de pSTAT3 y STAT3 en
células HC11 (A) y CPT (B) durante los tiempos indicados (0-8 horas). La fotografia, corresponde
a un western blot representativo.

Seccion 1.1. Los resultados obtenidos en esta seccidn indican que in vivo la falta de expresiéon
del receptor de LIF se correlaciona con la falta de activacién del factor STAT3 y se debe, en el
caso de tumores LM3, a una deficiencia en la expresidon de la subunidad gp190 y no a un
problema en la via de sefializacion gp130/JAK/STAT3. Esto sugiere que la sobre-expresién de
LIF por células tumorales mamarias es responsable de la activaciéon de STAT3 observada en
tumores mamarios murinos creciendo in vivo.
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1.2 ElI LIF secretado por células mamarias tumorales es el principal

responsable de inducir la activacién de STAT3 en células mamarias.

Dado que LIF recombinante es capaz de inducir la activacion de STAT3 en
células epiteliales mamarias y que los MMTV-t expresan altos niveles de LIF, nos
preguntamos si el LIF secretado por las propias células tumorales podria estar
actuando de manera autécrina y/o paracrina siendo el responsable de la activacion
de STAT3. Para ello, en primer lugar, evaluamos el efecto que tiene el medio
condicionado (MC) por los cultivos primarios de tumores inducidos por MMTV (CPT)
sobre los niveles de pSTAT3 en la linea epitelial mamaria HC11. Al tratar células
HC11 durante 15 minutos con concentraciones crecientes (30%, 50%, 80%) de MC
observamos un marcado aumento de los niveles de fosforilacion de STAT3 (Figura
16A). Sin embargo, el mismo tratamiento no indujo la fosforilacibn de STAT3 en
células LM3 (Figura 16B).

A HC11

30 50 80 - MC (%)
- - - + LIF

T — N — | -pSTAT3

—_— ————‘ -STAT3

HC11 LM3

50 - 30 50 80 MC (%)

—_— ‘ -pSTAT3
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Figura 16. Efecto del medio condicionado (MC) sobre los niveles de fosforilacion de STAT3 en
células en cultivo. Se analizaron por western blot los niveles de pSTAT3 y STAT3 en células (A)
HC11 y (B) LM3 tratadas con concentraciones crecientes de MC (30/, 50/ y 80/ ) durante 15
minutos. En (A) se utilizé LIF (5ng/ml) como control positivo y en (B) el efecto del mismo MC
sobre los niveles de pSTAT3 en HC11. La fotografia, corresponde a un western blot representativo.
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Con el fin de identificar si es el LIF presente en los MC el responsable de
inducir los niveles de pSTAT3 observados, evaluamos el efecto de un anticuerpo
bloqueante de LIF sobre los niveles de fosforilacion de STAT3 inducidos por los MCs
en células mamarias tumorales y no tumorales. Decidimos utilizar el anticuerpo
bloqueante anti-LIF producido por la empresa R&D ya que se demostré que el
mismo no tiene reaccion cruzada con otras 60 citoquinas recombinantes de raton
(entre ellas rmlL-1a, B, rmGM-CSF, rmTNF#»,) (R&D Systems, comunicacion
personal y (Park et al., 2003). En primer lugar determinamos la actividad bloqueante
del anticuerpo y para ello, tratamos células HC11 durante 15 minutos con medios
frescos conteniendo 2 y 5 ng/ml de LIF recombinante que fueron pre-incubados con
0 sin anticuerpo bloqueante (0,8ug/ml), luego se analizaron por western blot los
niveles de pSTAT3 y STAT3 en las muestras obtenidas. Observamos que el
mencionado pre-tratamiento inhibié en gran proporcion la induccion de pSTAT3
inducida por LIF, indicando que a pesar de que la concentraciéon utilizada no llega a
ser efectiva un 100%, es capaz de bloquear casi por completo el aumento de
pSTAT3 inducido por LIF (Figura 17A, panel derecho) .

Una vez confirmada la capacidad bloqueante del anti-LIF células HC11 fueron
tratadas por 15 minutos con MCs pre-incubado durante 1hora con o sin 0,8ug/ml de
este bloqueante. La Figura 17A (panel derecho) muestra que la induccion de la
fosforilacién de STAT3 en HC11 producida por los MCs (30% y 50%) fue bloqueada
casi por completo por dicho anticuerpo, sugiriendo que es el LIF el principal factor
secretado por los CPT responsable de inducir la fosforilacion de STAT3 en células
mamarias. Analizamos también el efecto del mismo tratamiento en células mamarias
tumorales, y observamos nuevamente que la induccion de la fosforilacion de STAT3
en CPT producida por los MCs (30 y 50%) fue inhibida por el anticuerpo anti-LIF
(Figura 17B). En la Figura 17B (panel izquierdo) se comparan los niveles de
pPSTAT3 inducidos por LIF o MCs y el efecto del anticuerpo bloqueante en ambos
casos. Estos resultados indican que el LIF presente en los medios condicionados es
el responsable de inducir la fosforilacion de STAT3 en células epiteliales mamarias y
sugieren que el LIF, actuando en forma paracrina, tendria un rol clave en la
induccién de los altos niveles de pSTAT3 observado en los tumores mamarios

murinos in vivo.
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Figura 17. Efecto de un anticuerpo bloqueante de LIF sobre los niveles de fosforilacion de STAT3
inducidos por MC en células epiteliales mamarias en cultivo. Se analizaron por western blot los
niveles de pSTAT3 y STAT3 en células (A) HC11 tratadas durante 15 minutos con MC (30 y 50/ ), (panel
izquierdo) LIF (2 y 5 ng/ml) (panel derecho) en presencia o ausencia del anticuerpo bloqueante de LIF
(0,8ug/ml) y en (B) CPT tratados el mismo tiempo con MC al 50/ (panel izquierdo) o MC al 30/ y 50/
en presencia o ausencia del anticuerpo bloqueante de LIF (0,8ug/ml). Las fotografias, corresponden a
un western blot representativo.

Con el objetivo de evaluar si la activacion de STAT3 inducida por LIF y los
MCs en células HC11 y CPT correlaciona con un aumento en la actividad transcripcional
del factor STAT3, analizamos por RT-PCR los niveles de ARNm del factor de transcripcion
C-EBP/®, cuyo promotor es activado por STAT3 (Hutt et al., 2000). Los resultados nos
muestran que tanto LIF (20ng/ml) como MCs al 50% fueron capaces de aumentar
significativamente los niveles de mensajero de C-EBP/6 en CPT y también que la pre-
incubacion de los MCs con el anticuerpo anti-LIF fue capaz de bloquear significativamente
este efecto (Figura 18). Estos resultados indican por un lado, que la fosforilacion de
STAT3 inducida por LIF y por MCs en los CPT activa la funcion transcripcional STAT3 y
por otro, que el LIF, presente en los medios condicionados, es el responsable de inducir

dicha activacion.
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Figura 18. Efecto modulador del anticuerpo bloqueante de LIF sobre la actividad transcripcional
de STAT3 inducida por Medio Condicionado (MC) en células en cultivo. Se analizaron los niveles
de expresion del ARNm de c¢/EBPS (CCAAT-enhancer-binding protein) por RT-PCR semi-
cuantitativa en CPT tratados con LIF (20ng/ml) o con MC (50/ ) pre-incubado o no con el
anticuerpo bloqueante de LIF (0,8ug/ml). Se utilizd actina para normalizar los datos y las barras
representan veces de induccién con respecto al control (calle 1). Los datos se encuentran
expresados como medias + DE de 3 experimentos independientes. Las distintas letras (a y b)
indican diferencias significativas (p<0.05) entre si.

Ha sido reportado en células epiteliales mamarias, que las citoquinas de la
familia de la IL-6, entre las que se encuentra LIF, son capaces de activar una via de
sefalizacion “no convencional” a través del receptor gpl30, que involucra la
fosforilacion de ERK1/2 (Zhao et al., 2004). La activacion de esta serina/treonina
guinasa podria inducir la fosforilacion de STAT3 en el residuo serina 727 y de esta
manera modular los niveles de fosforilacion en tirosina de este factor de transcripcion
(Chung et al., 1997; Lim and Cao, 1999). Por lo tanto, decidimos primero evaluar por
western blot, la capacidad de LIF de inducir la activaciéon de esta MAPK en las
células HC11 y luego analizar el efecto que su activacion sobre los niveles de

fosforilacion en tirosina de STAT3. Observamos que LIF (5ng/ml) indujo la
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fosforilacion de ERK1/2 y que este efecto disminuyé marcadamente con el pre-
tratamiento del anticuerpo bloqueante de LIF (Figura 19). Sin embargo, cuando el
tratamiento de LIF (5 y 20ng/ml) se realizé sobre células pre-incubadas durante
lhora con 30uM del inhibidor especifico de la quinasa MAPK/ERK1/2 (MEK)
(PD98059), a pesar de que la activacion de ERK1/2 fue bloqueada completamente, el
inhibidor no afecto la induccion de la fosforilacion en tirosina de STAT3 inducido por
LIF (Figura 19). Estos resultados indican que la activacion de ERK no modula la
fosforilacion en tirosina de STAT3 en este sistema.

HC11
- - 5 20 5 20 LIF (ng/ml)
- + - - + + PD98059
w= | -pSTAT3
. S | -pERK1/2

A A S S e e CRK1/2

Figura 19. Efecto del un inhibidor de MEK (PD98509) sobre los niveles de fosforilacion de STAT3
inducidos por LIF en células mamarias en cultivo. Se analizaron por western blot los niveles de
fosforilacion en tirosina de STAT3 en células HC11 pre-incubadas durante lhora con 30uM del
inhibidor de de MEK (PD98509) o su vehiculo (DMSO) que posteriormente fueron tratadas durante
15 minutos con LIF (5y 20ng/ml). La fotografia corresponde a un western blot representativo.

Los receptores de citoquinas y de factores de crecimiento se asocian con
miembros de la familia de quinasas Src (SFC) y junto con las JAKs, de manera
concertada, activan varias moléculas sefalizadoras entre las que se encuentra
STAT3. También son necesarias para reclutar reguladores negativos de sefializacion
como fosfatasas en tirosina (PTP) y supresores de la sefializacién por citoquinas
(SOCs). En particular varios trabajos realizados en células tumorales, han implicado
a quinasa c-Src, integrante de la familia SFC, como responsable de inducir la
fosforilacion en tirosina de STAT3 (Schreiner et al., 2002; Yu and Jove, 2004). Nos
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propusimos entonces, determinar si la actividad esta quinasa estaba involucrada en
el aumento de los niveles de fosforilacion en tirosina de STAT3 inducidos por LIF, en
las células mamarias en cultivo. Para ello, las células fueron pre-incubadas durante
15 minutos con 30uM de PP2 (inhibidor selectivo de la proteina quinasa en tirosina
de la familia Src (Golubovskaya et al., 2003), tratadas con LIF (5ng/ml) durante 15
minutos y posteriormente las muestras fueron analizadas por western blot. La Figura
20 muestra que PP2 no modifico el efecto de LIF sobre pSTAT3 en CPT ni en células
HC11, sugiriendo que la activacion de STAT3 por fosforilacion en tirosina no depende

de la activacién de Src en ninguno de los dos casos (Figura 20).

HC11 CPT
- + - + - + - +  LIF (5 ng/ml)
- - + + - - 4 + PP2
TR M\ e et e Sy | -DS TAT3

ﬁ: P— Y| w——— _STAT3

Figura 20. Efecto de un inhibidor de la familia de quinasas Src (PP2) sobre los niveles de
fosforilacion de STAT3 inducidos por LIF en células mamarias en cultivo. Se analizaron por
western blot, los niveles de fosforilacion de STAT3 en HC11 y en CPT pre-incubados o no
durante 15 minutos con un inhibidor especifico de Src, PP2 (30uM) y tratados luego con LIF
(5ng/ml) durante 15minutos. La fotografia corresponde a un western blot representativo.

Seccidn 1.2. En conjunto los resultados obtenidos indican que el MC por células tumorales
(CPT) induce la fosforilacion de STAT3 en células epiteliales mamarias tumorales (CPT) y no
tumorales (HC11) y produce un aumento en su actividad transcripcional. Luego, observamos
gue el aumento de activacion de STAT3 inducido por los MCs disminuye marcadamente en
presencia de un anticuerpo bloqueante de LIF y que ni un inhibidor especifico de Src (PP2) ni
de MEK (PD98059) afectan los niveles de fosforilacién en tirosina de STAT3 inducidos por
MCs, sugiriendo que la actividad quinasa de las proteinas Src y Erk 1/2 no modulan los niveles
de fosfo-tirosina de STAT3 inducido pbor LIF en estas células.
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1.3 El LIF secretado por células mamarias tumorales promueve la

supervivencia en células tumorales mamarias. Vias involucradas.

Varios tipos de carcinomas, incluyendo al mamario expresan altos niveles de
STATS fosforilado. En la glandula mamaria normal se observo que la activacion de
STAT3 que induce la muerte por apoptosis del epitelio secretorio (Chapman et al.,
1999; Humphreys et al., 2002). Hasta el momento es controvertido el rol que juega la
activacion de STAT3 en la supervicencia de las células tumorales (Ling and
Arlinghaus, 2005; Masuda et al., 2002). Con el objetivo final de evaluar el rol
biolégico que tiene la activacion de STAT3 mediada por LIF en células mamarias
tumorales, decidimos estudiar el efecto de diferentes concentraciones y distintos
tiempos de tratamiento de esta citoquina, sobre la supervivencia de CPT, células
HC11 y células LM3. Utilizando la técnica de cristal violeta observamos que el
tratamiento con LIF (20 y 50ng/ml) durante 72 horas indujo un aumento significativo
de la supervivencia de células tumorales (CPT) mientras que tuvo el efecto opuesto
en células epiteliales mamarias no tumorales (HC11) (Figura 21A) . Por otro lado, las
células LM3, que no poseen R-LIF, no respondieron en este ensayo al tratamiento
con LIF a ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 21A) . Cuando se evalué
el efecto de los MCs sobre la supervivencia de CPT, observamos que se produjo
también un incremento del nimero de células a 72 horas y que este efecto fue
revertido cuando el MC fue pre-incubado con un anticuerpo bloqueante de LIF
0.8ug/ml (Figura 21B). Por otro lado, las HC11 respondieron al MC de manera
similar a cuando fueron tratadas con LIF y observamos que el efecto fue revertido

cuando MC fue pre-incubado con el anticuerpo bloqueante de LIF (Figura 21B) .

Dado que habiamos determinado que LIF era capaz de inducir tanto la
activacion de ERK como de STAT3 en CPT y en HC11, decidimos analizar cémo se
encuentran involucradas cada una de estas proteinas en los efectos que ejerce el
LIF sobre la supervivencia de estas células. Para ello, se trataron CPT y HC11 con
50ng/ml de LIF durante 72 horas en presencia o ausencia de un péptido inhibidor
especifico de STAT3 (Stat3pi, Calbiochem, o el inhibidor de MAPK/ERK quinasa,
PD98059. La Figura 22 muestra el bloqueo significativo del efecto inhibitorio del LIF
en la supervivencia celular de HC11 por STAT3pi (Figura 22A) . Sin embargo, este
mismo tratamiento en células tumorales (CPT) no sélo fue incapaz de inhibir el

efecto estimulatorio de LIF sobre la supervivencia celular, sino que produjo un
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incremento significativo de la misma (Figura 22A) . Por el contrario, el bloqueo de la
activacion de ERK1/2 tuvo un marcado efecto inhibitorio sobre la supervivencia de
células CPT, mientras que, bajo el mismo tratamiento, las HC11 respondieron con la
misma tendencia pero de manera mucho menos marcada (Figura 22B) . Estos
resultados indican que la actividad inhibitoria ejercida por LIF sobre HC11 estaria
mediada por su efecto sobre STAT3, mientras que la capacidad inductora de la

supervivencia (observada en CPT) dependeria de la activacion de ERK1/2.

Para corroborar la capacidad del STAT3pi de interferir con la activacion de
STAT3 inducida por LIF, analizamos el efecto que tiene el péptido inhibitorio sobre el
aumento de los niveles de fosforilacion de este factor de transcripcion (Catalano et
al., 2005) y su posterior translocacion al ndcleo (Bharti et al., 2003). Para ello, en
primer lugar se trataron células HC11, pre-incubadas durante una hora con 1mM de
STAT3pi 0 su vehiculo, con 50ng/ml de LIF durante 15 minutos y se analizaron los
niveles de fosforilacion de STAT3 por western blot. La Figura 23A muestra que el
péptido inhibitorio fue capaz de disminuir los niveles de fosforilacion inducidos por
LIF (Figura 23A) . Posteriormente, con el objetivo de analizar el efecto del péptido
sobre la translocacion nuclear de STAT3 inducida por LIF, células HC11 previamente
incubadas o no con 1mM de STAT3pi durante 1 hora, fueron tratadas durante 30
minutos con 50ng/ml de LIF. Por microscopia confocal, utilizando un anticuerpo
especifico anti-STAT3 y un anticuerpo secundario acoplado a un fluordsforo,
observamos que el péptido fue capaz de inhibir la translocacion de STAT3 al nucleo
inducida por LIF (Figura 23B), confirmando la eficiencia que tiene STAT3pi 1mM

sobre el bloqueo de los niveles de fosforilacion y translocacion nuclear de STAT3.
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Figura 21. Efecto de LIF y MC sobre la viabilidad de células mamarias. Efecto del LIF y el MC
sobre la viabilidad celular evaluada por el ensayo de Cristal Violeta luego de 72 horas de
tratamiento. (A) Células HC11, CPT y LM3 tratadas con LIF (20 y 50ng/ml). (B) Células HC11 y CPT
tratados con o sin MC al 50/ pre-incubado o no con un anticuerpo bloqueante de LIF (0,8ug/ml).
Las barras representan veces de cambio al relativizar los niveles de supervivencia en cada
tratamiento con la condicién experimental control de cada tipo celular. Los datos se encuentran
expresados como medias + DE de 3 experimentos independientes. Las distintas letras (a y b)
indican diferencias significativas (p<0.05) entre si.
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Figura 22. Efecto de LIF y MC sobre la viabilidad de células mamarias en cultivo. Efecto del LIF y el
MC sobre la viabilidad celular evaluada por el ensayo de Cristal Violeta luego de 72 horas de
tratamiento. Células HC11 y CPT tratados con LIF (50ng/ml) en presencia o ausencia de (A) 1mM de
un péptido inhibidor especifico de STAT3 (STAT3pi) y (B) 30uM del inhibidor de MAPK/ERK quinasa,
PD98059. Las barras representan veces de cambio al relativizar los niveles de supervivencia en cada
tratamiento con la condicién experimental control de cada tipo celular. Los datos se encuentran
expresados como medias + DE de 3 experimentos independientes. Las distintas letras (a y b, c)
indican diferencias significativas (p<0.05) entre si.
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Figura 23. Efecto de LIF sobre la fosforilacion y translocacion de STAT3 al ntcleo celular en
presencia de un inhibidor de la activacion de STAT3. Efecto del péptido inhibitorio de STAT3
(STAT3pi) sobre los niveles de fosforilacién de STAT3 analizados por western blot (A) y su
translocacion al nuicleo celular por microscopia confocal (B) inducidos por LIF. Aumento en (B)
400x.
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Seccidon 1.3. Los resultados obtenidos indican que el LIF induce diferentes respuestas,

promoviendo o inhibiendo la supervivencia celular en células tumorigénicas y no tumorigénicas

respectivamente. Es interesante destacar que en ambos tipos celulares esta citoquina es el

principal responsable de inducir la fosforilacion de STAT3 y que la presencia de un péptido

inhibidor de su activacién la supervivencia celular aumentd significativamente en los dos casos.

Por el contrario, el blogueo de la activacién de ERK1/2 inhibié la supervivencia de células

tumorigénicas y no tumorigénicas, aunque teniendo un efecto menos marcado en estas

Ultimas.

En resumen los resultados presentados en este capitulo indican que:

1)

2)

El LIF producido constitutivamente por los tumores mamarios murinos y actuando de
manera autdcrino/parécrina, es el principal responsable de activar el factor de
transcripcién STAT3 en este tipo de neoplasias.

La activacion de STAT3 tanto en células normales (HC11l) como en aquellas
provenientes de tumores diferenciados (CPT) disminuye el nivel de supervivencia.

El LIF también induce la activaciéon de la cascada MEK/ERK1/2 en células mamarias
murinas normales y transformadas. Mientras que el aumento de los niveles de
pERK1/2 no tuvo mayores consecuencias sobre la supervivencia de células mamarias
no neopldsicas (como HC11) fue notable el aumento que produjo sobre las células
tumorales.

En conjunto estos datos sugieren que el LIF podria ejercer distintos efectos sobre
células normales y tumorales mamarias (muerte vs. supervivencia), no por
actividades contrapuestas del STAT3 activo, sino por una sensibilidad diferencial de
estas células a la activacién de la cascada MEK/ERK. De esta manera, ante niveles
similares de LIF, la co-activacién de ambos caminos de transduccién (JAK/STAT vs
MEK/ERK) llevaria a la muerte de las células normales y a la supervivencia de las
tumorales.
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Capitulo 2

2.1 Caracterizacion del dispositivo utilizado para ejercer estrés mecéanico a

células en cultivo.

El estrés mecanico es un estimulo capaz de disparar la activacion de
cascadas de sefiales y la expresion de genes de manera especifica en diversos
tejidos, tanto en condiciones normales como fisio-patolégicas. Con el objeto de
estudiar si el estrés mecanico podria estar jugando este rol en el proceso de
involucion mamaria, desarrollamos un modelo que permite aplicar un estimulo
mecanico a las células en cultivo. En este trabajo utilizamos la linea celular de
epitelio mamario murino HC11l. Esta linea inmortalizada, pero no-tumorigénica,
presenta un fenotipo epitelial normal. Se ha observado que al ser inoculadas en la
almohadila de grasa subcutanea despoblada de epitelio de ratones hembra (“cleared
fat pad”), son capaces de desarrollar estructuras ductales y alveolares normales.
(Ball et al., 1988; Humphreys et al., 2002).

En este modelo aplicamos el estimulo utilizando un dispositivo capaz de
ejercer un estiramiento radial (ERa), homogéneo y controlado a una membrana
elastica de silicona sobre la cual/ hicimos crecer las células en cultivo. Las
membranas de siliconas que se usamos en este trabajo fueron de dos tipos: las
comercializadas por la empresa Flexcell International y aquellas que fabricamos en
nuestro laboratorio. Ambos tipos de membranas fueron sometidas a las condiciones
de esterilidad necesarias para el correcto crecimiento de células en cultivos. Para
mejorar la adherencia celular al sustrato de silicona agregamos a las membranas

una cubierta de Colageno Tipo I.

El dispositivo utilizado, inspirado en el descripto previamente por Lee y sus
colaboradores (Lee et al.,, 1996), fue construido enteramente en la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la UBA, en el taller del INQUIMAE a cargo de Sr.
Eliseo Dell Fosse y contando con el asesoramiento técnico del Sr. Angel Vidal
(Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria, IFIBYNE-CONICET). El dispositivo
armado, las piezas que lo conforman y los materiales utilizados para construir cada

pieza, asi como la preparacién y tratamiento de las membranas de siliconas, se
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describen en la seccion de M&M (Figura 9 y 10, pagina 45). Los materiales fueron
elegidos en base a sus caracteristicas fisicas, ya que resisten el proceso de
autoclavado. Esto permite que el dispositivo pueda esterilizarse y re-utilizarse para
sucesivos experimentos. El procedimiento de armado del dispositivo para desarrollar
un protocolo de estiramiento también se describe detalladamente en la seccion de
Materiales y Métodos (Figura 11) .

Una vez construido el dispositivo, como primer paso, desarrollamos un
modelo tedrico que nos permitiese predecir el porcentaje de ERa generado en las
membranas de silicona en funcién de los giros de la tapa a rosca (M&M, Figura 9,
pieza #5). El giro de esta tapa a rosca, al desplazar el émbolo (M&M, Figura 9,
pieza #3) empuja la membrana hacia abajo y produce su estiramiento (ver M&M,
protocolo de estiramiento en Figura 11). La construccion del modelo teorico
utilizado, se baso en la geometria que tiene la membrana de silicona al ser colocada
en el dispositivo y la geometria que adquiere ésta una vez que se le aplica el
estimulo mecénico. En esta representacion geométrica, consideramos a la superficie
delimitada por el O-ring como la superficie de la membrana capaz de estirarse que
se encuentra representada en el diagrama como el circulo de radio a. Por otro lado,
el area definida por el émbolo hueco, aquella donde se realizaran las observaciones
experimentales, aparece en el diagrama como un circulo de radio b (“Posicidn
Inicial”, Figura 24). Al girar la tapa a rosca, ésta presiona a la arandela (M&M,
Figura 9, pieza #4), la cual a su vez empuja al émbolo hueco verticalmente hacia
abajo una distancia h, estirando la membrana de silicona. En estas condiciones la
membrana adopta una geometria similar al de un “sombrero”, donde podriamos
considerar que el ala del mismo tiene un radio a, su corona un radio b y su
superficie total, puede ser descripta por la Ecuacion 1 (Ec. (1)) ("Posicién Final”,
Figura 24) . Esta superficie puede re-definirse como el area de un nuevo circulo de
radio c utilizando la Ecuacion 2 (Ec. (2)). A partir de ésta, la relacion entre los radios
final e inicial en funcion de “h”, puede ser calculada por la Ecuacién 3 (Ec. (3)) que

nos permite predecir el porcentaje de ERa generado a la membrana (Ec. 4).

Ec. (1) 27bh + nb? + (na?- nb?) = 2nbh + na?

Ec. (2) 2nbh + na? = nc?
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Figura 24. Modelo Tedrico construido para predecir la magnitud del estiramiento aplicado a la
membrana en funcién del desplazamiento del émbolo. En la figura se muestran las posiciones inicial
y final del dispositivo asi como la geometria que adopta la membrana de silicona en ambas
posiciones. Calculamos el area en forma de “sombrero” que adopta la membrana al ser estirada (Ec.
1). Esta se redefinié como una nueva area circular de radio c, (Ec. 2) y a partir de esta ecuacion se
calculd la relacién entre los radios inicial y final superficie final (radio c) e inicial (radio a) (Ec. 3). Otra
ecuacion util que se deriva de la ecuacion (1) es la que describe el porcentaje de estiramiento radial
aplicado (ERa) para una dada magnitud de “h”, siendo h la distancia que recorre el émbolo para
generar el estiramiento (Ec. 4).
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Como la membrana de siliconas permanece en la misma posicion horizontal
al aplicarle el estimulo mecénico, las células adheridas a ella asi como la misma
membrana pueden ser observadas al microscopio invertido antes y después aplicar
el ERa y, a su vez, puede ser registrado con una camara fotografica acoplada al
microscopio. Asi, para determinar si el modelo teorico desarrollado (Figura 24, Ec.
4) permite predecir el (ERa) que se genera al sustrato de silicona, se realizaron
mediciones sobre la membrana de silicona y sobre las células que crecian sobre ella

en funcion de las vueltas de rosca que se le daba al dispositivo.

Como primer paso, realizamos marcas en el centro y en la periferia de la
membrana de silicona sin crecer células sobre ella. Luego, determinamos la
distancia entre estas marcas, antes y después de desplazar el émbolo hacia abajo,
hasta un maximo de 6 mm, a intervalos de 0.57 mm. Asi, de manera de verificar que
el ERa aplicado a la membrana fuese homogéneo, medimos las distancias entre 4
pares de marcas en cada orientacion (horizontal, vertical y diagonal) en 4 campos
microscopicos diferentes (Figura 25A). De este modo determinamos la relacién
entre desplazamiento del émbolo (en mm) y el porcentaje de ERa generado en la
membrana con este dispositivo. La Figura 25A muestra el buen ajuste existente
entre lo predicho por el modelo tedrico en un rango de valores de entre 0 a 6mm (Ec.
4) y lo observado microscopicamente en las diferentes direcciones. Estas
observaciones indican que el porcentaje de ERa generado, se distribuye
homogéneamente a través de la membrana, y que el modelo teérico desarrollado, en
este caso (Figura 2, Ec. 4), es util para predecir el porcentaje de ERa generado al

sustrato.

Luego realizamos el mismo analisis descripto anteriormente en un cultivo de
células HC11l sub-confluentes creciendo sobre la membrana de silicona;
seleccionamos diferentes pares de células (separadas entre 400 a 500 um) y
determinamos microscOpicamente la distancia entre ellas antes y después de
desplazamientos crecientes del émbolo (Figura 26B) . Nuevamente, para analizar la
homogeneidad de ERa generado, determinamos la distancia entre 10 pares de
células en cada orientacion (horizontal, vertical y diagonal) en 4 campos
microscopicos diferentes. Los resultados obtenidos, indican que el ERa generado en
la membrana de siliconas en estas condiciones se ajusta nuevamente a lo predicho

por el modelo tedrico (Figura 24, Ec. 3) y que la medicion de la distancia entre
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células antes y después de aplicado el estimulo mecanico, puede utilizarse para
calcular el porcentaje de ERa aplicado a la membrana. A raiz de que confirmamos
que el ERa calculado de esta manera es homogéneo (Figura 25B), la medicién de la

distancias entre células, puede realizarse en cualquier orientacion y lugar de la
membrana.
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Figura 25. Calibracion del dispositivo. Relacién entre la profundidad de avance del émbolo (mm) vy el
correspondiente porcentaje de ERa generado en la membrana de silicona al realizarse las mediciones
sobre (A) marcas en la membrana o (B) cuando se midié la distancia entre células creciendo sobre
ella. En ambos casos (A y B) el analisis se realizd en diferentes areas y direcciones (horizontal,
vertical, diagonal) de la membrana de silicona. Los datos se encuentran expresados como medias +

DE (A) 4 pares de marcas o (B) 10 pares de células en cada orientacion de 4 campos microscopicos
diferentes.
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Con el objetivo de determinar si el porcentaje (%) de ERa generado al
sustrato se transmite eficientemente a las células creciendo sobre él, a continuacion
analizamos las areas de células HC11 luego de aplicarles intensidades crecientes de
ERa. Para este analisis discriminamos 2 tipos de células: aquellas con una superficie
poligonal, que parecen estar bien adheridas al sustrato, y aquellas con una
superficie redondeada a las que consideramos pobremente adheridas. Luego de
aplicar el estimulo mecanico observamos que soélo el area de aquellas células bien
adheridas a la silicona era afectada (Figura 26A, cabeza de flecha), mientras que
no se observaron cambios en el area de células redondeadas (Figura 26A, flechas
negras) . Se determin6 como se fue modificando el area de 5 células bien adheridas,
en 4 campos microscopicos diferentes, a medida que se incrementaba el ERa
(Figura 26B ). Pudimos observar la similitud que existe entre el cambio del area del
sustrato, predicho por el modelo teérico en relacion al desplazamiento del émbolo y
el cambio observado en el area de las células a medida que aplicamos el estimulo

mecanico.

Figura 26. Calibracion del dispositivo. Intensidad de ERa generado en las células en funcidn de la
profundidad del émbolo (mm). (A) Imagen de contraste de fase representativa (aumento original
200x), de células HC11 creciendo sobre la membrana de silicona montada en el dispositivo. A las
membranas se les aplicéd un ERa de 0/ (panel superior), 20/ (panel central) y 30/ (panel inferior).
Las flechas negras completas indican células redondeadas que se encuentran pobremente
adheridas al sustrato. Las puntas de flechan muestran células que se encuentran bien adheridas al
sustrato y por ende su area se ve modificada por el estiramiento aplicado a la membrana. (B)
Relacién entre la profundidad de avance del indentor (mm) y cambio en el drea celular. El analisis
se realizé en 5 células en 4 campos microscépicos diferentes y todas las mediciones se repitieron al
menos 3 veces.
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cambio del area (%)

— Modelo tedrico (EC. 1)

0 - ; ; . , ,

0 1 2 3 4 5 6
desplazamiento del émbolo (mm)

Seccidn 2.1. Los resultados presentados en esta seccién, indican que diseflamos y construimos un
dispositivo que permite generar un porcentaje de ERa controlado, homogéneo y reproducible, en
un rango de 0 al 30/, a una membrana elastica de silicona que eficientemente transmite el
estimulo a las células adheridas a ella.

2.2.1 El estrés mecanico induce la expresion de c-fos en células epiteliales

Una vez disefiado y caracterizado el dispositivo, decidimos, como primer
paso, estudiar en nuestro sistema la expresion de algun gen cuya regulacion por
estrés mecanico haya sido previamente reportada en otro tejido o linea celular. En
este sentido, el mensajero y la proteina de c-Fos han sido implicados en la respuesta
celular a estrés mecanico en diversos tipos celulares (Hess et al., 2004), mientras
gue también se sabe que sus niveles totales y su estado de activaciéon se
encuentran aumentados en células epiteliales mamarias durante la involucion post-
lactancia (Marti et al., 1999). Por lo tanto, decidimos estudiar, en células epiteliales
mamarias creciendo en cultivo, el efecto del estrés mecénico sobre los niveles de

expresion c-Fos.

85



Resultados-Capitulo 2

Para ello, estimulamos las células epiteliales mamarias HC11 con diferentes
porcentajes de ERa durante una hora y posteriormente analizamos los niveles de
ARNmM de c-fos por RT-PCR en tiempo real. Observamos que un ERa entre 0% y
15% produjo una induccion significativa de la expresion del mensajero que fue
dependiente de la dosis. Esta induccion alcanzé una meseta entre 15% y 20% y
disminuyo significativamente al llegar al 30% aunque los niveles continuaron siendo
significativamente mayores a los del control (Figura 27) . Posteriormente realizamos
un analisis del curso temporal de la activaciéon de la expresion del gen c-fos (0-
3horas) utilizando un 20% de ERa. A partir de los 15 minutos de aplicacion del
estimulo se indujo en forma significativa la expresion c-fos, caracteristico de un gen
de respuesta temprana y su maximo nivel de expresion fue alcanzado a los 30

minutos de estiramiento sostenido (Figura 27).
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Figura 27. Efectos del estrés mecanico sobre los niveles de ARNm de c-fos. Se analizaron los niveles de
ARNm de c-fos por RT-PCR cuantitativa en tiempo real en células HC11 sometidas a un estiramiento
sostenido (A) durante 1lhora a distintas intensidades (0-30/ ) o (B) estiradas un 20/ durante los periodos
indicados. Se utilizé la expresion del ARNm de gapdh para normalizar los datos. Las barras representan
veces de induccion al relativizar los niveles de expresion de c-fos en cada caso con la condicidn
experimental control (0/ 6 0 minutos respectivamente). Los datos se encuentran expresados como
medias + DE de 4 experimentos independientes. En todos los casos, los tratamientos con letras distintas
(a,b,c y d) son significativamente distintos (p<0.05) entre si . Si al menos una letra es compartida
entonces no se encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas entre ellos.
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Finalmente con el objetivo de analizar si este aumento de la expresion del
mensajero de c-fos se ve traducido en un aumento de los niveles de expresion de su
proteina, realizamos western blot con un anticuerpo que reconoce especificamente
c-Fos. Observamos que luego de haber aplicado un ERa sostenido del 20% se
produjo un aumento significativo de los niveles de la proteina de c-Fos y que este

aumento, aunque menor, se mantuvo a las 3 horas de aplicado el estimulo (Figura

28).
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Figura 28. Efectos del estrés mecanico sobre los niveles de c-Fos. Se analizaron los niveles de proteina
de c-Fos por western blot en células HC11 sometidas a un ERa del 20/ por los periodos de tiempo
mencionado. Se utilizé la expresidon de B-tubulina para normalizar los datos. En cada caso, las barras
representan las veces de induccion de c-Fos con respecto al control sin estirar (0 minutos). Los datos se
encuentran expresados como medias + DE de 3 experimentos independientes. En todos los casos, los
tratamientos con letras distintas (a,b y c.) son significativamente distintos (p<0.05) entre si . Si la letra es
compartida entonces no se encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas entre
ellos.
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2.2.2 El estrés mecanico modula la activacion de ERK1/2 y JNK en células

epiteliales mamarias en cultivo.

Durante la fase temprana de involucibn mamaria se han encontrado altos los
niveles de fosforilacion de la MAP quinasa ERK1/2 (Humphreys et al., 2002). Por
otro lado, varios trabajos han reportado que esta quinasa se encuentra involucrada
en el aumento de la expresion de c-fos inducido por estrés mecanico en varios tipos
celulares (Oldenhof et al., 2002). Con el objetivo de explorar si el estrés mecénico es
capaz de inducir la activacién de ERK1/2 en células epiteliales mamarias, aplicamos
un pulso de ERa del 20% a células HC11 por diferentes tiempos y se analizaron por
western blot los niveles de ERK1/2 total y de su forma fosforilada utilizando
anticuerpos especificos. En la Figura 29 se observa como el estrés mecanico es
capaz de inducir la fosforilacion transitoria de ERK1/2 en células epiteliales
mamarias alcanzando su maximo nivel luego de 5 minutos y disminuyendo
significativamente luego de 30 minutos de aplicado el estimulo mecanico (Figura
29). La cinética de fosforilacion inducida por estrés mecanico que encontramos en
nuestro sistema es caracteristica de esta MAP quinasa. En la Figura 29B se
observa un analisis temporal mas detallado del estado de fosforilacion de ERK1/2 a

tiempos cortos (0-60 minutos).

Los resultados obtenidos indican que el estrés mecanico es capaz de inducir
la activacion de ERK1/2 en células epiteliales mamarias, lo cual abre la posibilidad
de que esta rapida activacion esté involucrada en inducir la transcripcion temprana

de c-fos en estas células.

88



Resultados-Capitulo 2

&
A B
b
S
b — e e |- PERKAR2

w2 ¢
o
ﬁg - e S W e |- ERK 12
:_"_g 3 bc
x
& g [ 0 2 5 15 30 60
3

r—— - pERK 1/2

T D S RS G > | -ERK1/2

ac
2 min
8.c
1 a a ‘

a 3

0
— -
| ——
R
0

5 15 30 1 3 6 6c

min hs

Figura 29. Efecto del estrés mecanico sobre la activacién de ERK1/2. Se analizaron por western blot los
niveles de fosforilacion de ERK1/2 en células HC11 estiradas radialmente (20/ ) durante los tiempos
indicados: (A) cinética a tiempos largos (0-6 horas) en donde se normalizaron los datos de pERK1/2 con
los niveles totales de ERK 1/2. Las barras representan las veces de induccidn con respecto a la condicion
experimental control (células cosechadas del dispositivo de estiramiento (0 min) de las medias + DE de 3
experimentos independientes. El estiramiento de 6 horas tiene su control correspondiente en células sin
estimular pero mantenidas durante el mismo tiempo en el dispositivo de estiramiento (6c, marrén). En
todos los casos, letras distintas (a, b y c) indican diferencias significativas (p<0.05) entre si. Si al menos
una letra es compartida entonces no se encontraron evidencias para decir que existen diferencias
significativas entre ellos. La fotografia corresponde a un western blot representativo. (B) Western blot
mostrativo de la cinética de activacion de ERK1/2 a tiempos cortos (0-60 minutos).

En la Figura 29, observamos que luego de 30 minutos de aplicado el estimulo
mecanico, los niveles de pERK disminuyen significativamente. En otros sistemas
(Junttila et al., 2008) y recientemente en células epiteliales mamarias, se ha
descripto que la activacion de la quinasa JNK regula negativamente los niveles de
activacion de ERK (Schere Levy y col., manuscrito enviado). Por lo tanto, decidimos
estudiar si el estrés mecanico aumenta los niveles activacion de JNK en células
epiteliales mamarias siendo un posible mecanismo de regulacion negativa de
ERK1/2. Nuevamente a través de ensayos de western blot y utilizando un anticuerpo
gue reconoce de manera especifica la forma fosforilada de JNK, evaluamos los

niveles de fosforilacién de esta quinasa (Figura 30) . Observamos que los niveles de
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pJNK aumentan marcadamente a los 15 minutos de aplicado el estimulo mecanico,
alcanzando su maximo de activacion a 30 minutos. Estos resultados indican que el
estrés mecanico induce la activacion de JNK y la cinética observada sugiere que

pJNK podria estar involucrada en la disminucién de los niveles de pERK.
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Figura 30. Efecto del estrés mecanico sobre la activaciéon de JNK. Se analizaron por western blot
los niveles de fosforilacion de JNK de células HC11 estiradas radialmente (20/ ) durante los
tiempos indicados (0-3 horas). Se normalizaron los datos contra los niveles totales de JNK. Las
barras representan veces de induccién con respecto a la condicidon experimental control (0
minutos) y se encuentran expresados como medias + DE de 2 experimentos independientes. La
fotografia, corresponde a un western blot representativo.

2.2.3 El estrés mecanico modula la activacion de AKT y STAT3 en células

epiteliales mamarias en cultivo.

Como se menciona en la Introduccion, AKT es fosforilada como consecuencia
de la activacion de PI3K, quinasa involucrada en supervivencia celular tanto del
epitelio mamario como en muchos otros sistemas celulares (Strange et al., 2001).
Con el objetivo de investigar si el estrés mecanico puede regular la sefial de

supervivencia dada por AKT1 en células epiteliales mamarias, se estudiaron los
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niveles de fosforilacion de esta quinasa, mediante ensayos de western blot, a partir
de extractos proteicos obtenidos de células HC11 a las cuales se les aplic6 un ERa
del 20% durante distintos tiempos (0-6 horas). En la Figura 31 podemos observar
que el estrés mecanico redujo significativamente los niveles de pAKT a partir de los
15 minutos y que continué disminuyendo hasta los 60 minutos. So6lo recuperé

completamente los niveles basales luego de 6 horas de aplicacion sostenida del

estimulo.
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Figura 31. Efecto del estrés mecanico sobre la activacion de AKT. Se analizaron los niveles de
fosforilacion de AKT en células HC11 estiradas radialmente (20/ ) durante (0-6 horas) por western
blot utilizando un anticuerpo especifico anti pAKT y luego reprobando la membrana con un
anticuerpo anti AKT total. Las barras representan veces de induccidon de pAKT con respecto a la
condicién experimental control (0 minutos) y se encuentran expresados como medias + DE de 3
experimentos independientes. Las células estiradas durante 6 horas tiene su control
correspondiente sin estirar (6¢, barra gris). En todos los casos, letras distintas (a, b y c.) indican
diferencias significativas (p<0.05) entre si. Si al menos una letra es compartida entonces no se
encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas entre ellos. La fotografia
corresponde a un western blot representativo.
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Figura 32. Efecto del estrés mecanico sobre la activacion de STAT3. Se analizaron por western
blot los niveles de fosforilacién de STAT3 en células HC11 estiradas radialmente (20/ ) durante los
tiempos indicados (0-6 horas). Se normalizaron los datos contra los niveles totales de STAT3. Las
barras representan veces de induccidn al relativizar los niveles de activacion de STAT3 en cada
caso con la condicion experimental control (0 minutos) y se encuentran expresados como medias
+ DE de 4 experimentos independientes. En todos los casos, los tratamientos con letras distintas
(a, b, cy d) son resultaron significativamente (p<0.05) diferentes entre si. Si al menos una letra es
compartida entonces no se encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas
entre ellos. La fotografia corresponde a un western blot representativo.

El inicio de la involucibn mamaria se caracteriza por un cambio en el patron
de fosforilacién, y por ende de la actividad, de miembros especificos de la familia
STAT. Mientras que los niveles de fosforilacion de los mediadores de las sefales del
receptor de Prolactina, STAT5a y STAT5b, disminuyen rapidamente, los niveles de
fosforilacion de STAT3 aumentan (Liu et al., 1996; Watson and Burdon, 1996),
regulando la expresion de genes involucrados en el proceso de apoptosis del epitelio
mamario. Dada la relevancia que tiene la activacion de STAT3 para el inicio de la
involucion mamaria, decidimos explorar si el estrés mecéanico es capaz inducir la
activacion por fosforilacion de este factor de transcripcion. Nuevamente, se le aplico

un pulso de ERa del 20% a células HC11 por diferentes tiempos (0-6 horas) y se
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analizaron los niveles de fosforilacion de STAT3 por western blot, utilizando un
anticuerpo que reconoce la forma fosforilada en tirosina y otro que reconoce a la
proteina total de STAT3. En la Figura 32 observamos que el estimulo mecéanico
indujo un aumento en la fosforilaciéon de STAT3 con una cinética que se caracteriza
por presentar 2 picos: un aumento significativo temprano, a los 15 minutos de
aplicado el estimulo, que disminuye significativamente a la hora y otro aumento
significativo tardio, a las 6 horas. Los niveles de pSTAT3 de las 6 horas son
significativamente mayores que los del control a tiempo cero y el control sin estirar
de 6 horas (Figura 32).

2.2.4 El estrés mecanico induce la expresion y secrecion de LIF.

La fase temprana de la involucion post-lactancia, se caracteriza por la
expresion de factores locales que inducen la apoptosis del epitelio secretorio. Como
se ha mencionado en la Introduccién, la expresion de estos factores locales (LIF, IL-
6 y TNFa) es independiente de los niveles de hormonas lactogénicas circulantes por
lo que se cree que es el estrés mecéanico, producido por la acumulacion de leche en
los alveolos, el estimulo inicial que dispara su expresion y secrecion (Chapman et
al., 1999). Dado que el LIF es el principal activador fisiolégico de STAT3 en la
glandula mamaria, decidimos explorar si el estrés mecanico es capaz de regular la
expresion de esta citoquina en células epiteliales mamarias. Para ello, a través de
ensayos de RT-PCR en tiempo real, analizamos los niveles de ARNm de LIF de
luego de aplicar 20% de ERa por diferentes tiempo (0-3 horas). Los resultados
indican que un 20% de ERa durante 1 hora, induce un aumento significativo en los
niveles de mensajero de esta citoquina con respecto a los valores de control. El
aumento de la expresion del ARNm de lif no mostro una clara tendencia a las 3

horas de aplicado el estimulo (Figura 33) .
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Figura 33. Efectos del estrés mecdanico sobre los niveles de ARNm de lif. Se analizaron los niveles
del ARNm de lif por RT-PCR cuantitativa en tiempo real en células HC11 sometidas a un ERa
sostenido del 20/ durante los tiempos indicados (0-3 horas). Se utilizdé actina para normalizar los
datos. Las barras representan veces de induccidn con respecto a la condicidn experimental control.
Los datos se encuentran expresados como medias + DE de 3 experimentos independientes. ay b
son significativamente diferentes (p<0,05) entre si. Si al menos una letra es compartida entonces no
se encontraron evidencias para decir que existen diferencias significativas entre ellos.

En vista de los resultados obtenidos en la RT-PCR en tiempo real, decidimos
estudiar si este aumento en los niveles de mensajero de lif se traducia en un
aumento en los niveles de la proteina. A través de un ensayo de ELISA, analizamos
los niveles de LIF presentes en los medios condicionados de células a las cuales se
les aplico el estimulo mecéanico. Los medios condicionados de células HC11, a las
cuales se les aplic6 un ERa del 20% durante 0-24 horas, fueron colectados y en
ellos se midieron los niveles de LIF. En los medios condicionados de células
estiradas durante 8 horas, los niveles de LIF tienden a incrementarse
(0,33+0,12ng/ml) comparados con su control (0,22+0,05ng/ml) y ya a las 15 horas de
aplicado el estimulo, las diferencias son significativas con respecto al control
(0,78+0,12ng/ml vs 0,22+0,02ng/ml). Estos elevados niveles de secrecion de LIF por
parte de las células estiradas se siguen observando a las 24 horas (0,86+0,05ng/ml
vs 0,18+0,04ng/ml) (Figura 34) .
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Figura 34. Efectos del estrés mecanico sobre los niveles de secrecion de LIF. Por medio de un
ELISA se cuantificaron los niveles de LIF en los medios condicionados (MCs) de células a las
cuales se les aplicé o no un ERa del 20/ durante los tiempos indicados (8-24 horas). Los niveles
de LIF se encuentran expresados en ng/ml y representan las medias * DE de 3 experimentos
independientes. a y b indican diferencias significativas entre si (p<0,05), si al menos una letra es
compartida entonces no se encontraron evidencias para decir que existen diferencias
significativas entre ellos.

2.2.5 El estrés mecanico es un estimulo protector en células epiteliales

mamarias.

Con el propésito de evaluar el efecto biologico del estrés mecénico sobre las
células epiteliales mamarias, decidimos analizar el efecto que tiene este estimulo
sobre la actividad de caspasas efectoras de apoptosis. Para determinar la actividad
simil-caspasa-3 realizamos un ensayo colorimétrico utilizando el sustrato incoloro
Ac-DEVDpNA, el cual, al ser proteolizado por las caspasas efectoras 3, 6 6 7, libera
el producto pNA que absorbe a 405nm. Cuando expusimos las células epiteliales
mamarias a un ERa del 20% durante 8, 15y 24 horas, observamos por un lado, que
el tiempo de incubacion en ausencia de suero produjo, per se, un aumento
significativo de los niveles de actividad simil-caspasa-3 (1,26+0,16 veces de cambio
para las 15 horas y 1,57+0,17 veces de cambio para las 24 horas con respecto al
control de las 8 horas). Por otro lado encontramos que el estiramiento disminuyé

significativamente la actividad de simil caspasa 3 en aquellas células que recibieron
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el estimulo mecanico durante 15 y 24 horas (1,26+0,16 vs 0,66+ 0,14 control y
estiradas de 15 horas y 1,57+0,17 vs 1,08+0,19 control y estiradas para 24 horas)
(Figura 33).
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Figura 35. Efecto del estrés mecdanico sobre la activacion de caspasas efectoras. La actividad
simil-caspasa 3 fue determinada a partir de un extracto proteico obtenido de células HC11
expuestas o no a un ERa del 20/ durante los tiempos indicados. El ensayo consistié en
determinar por duplicado la protedlisis del sustrato Ac-DEVDpNA luego de 4hs de incubacién con
las muestras proteicas. La actividad especifica fue calculada como Absorbancia a 405 nm/mg de
proteinas bajo condiciones de incubacidn estandar. Las barras representan veces de cambio con
respecto a la condicion experimental control de estiramiento durante 8hs y se encuentran
expresados como medias + DE de 4 experimentos independientes. En todos los casos, los
tratamientos con letras distintas (a, b, ¢ y d) muestran diferencias significativas (p<0.05) entre si.
Si al menos una letra es compartida entonces no se encontraron evidencias para decir que
existen diferencias significativas entre ellos.

2.2.6 El LIF presente en el medio condicionado por células epiteliales
mamarias expuestas a estrés mecanico induce la fosforilacion de STAT3 en

células epiteliales mamarias en reposo.

Previamente habiamos visto que el estrés mecanico es capaz de inducir 2
picos de fosforilacion de STAT3 en células epiteliales mamarias (Figura 32) . Un pico
temprano, a los 15 minutos de aplicado el estimulo y un segundo pico tardio luego

de 6 horas de aplicacion continua de estrés mecéanico. Por otro lado, los niveles de
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LIF presentes en los medios condicionados de células estiradas entre 0 y 3 horas
resultaron similares a los valores del control mientras que se observo un aumento de
los niveles de secrecion de LIF a las 8 horas de aplicado el estimulo mecénico
(Figura 32) . Entonces, nos preguntamos si los factores secretados por las células
epiteliales mamarias expuestas al estimulo mecanico (entre los cuales se
encontraria LIF), podrian ser los responsables de producir la segunda oleada de
fosforilacion de STAT3 en célula estiradas y ademas, si éstos podrian llegar a
ejercer un efecto paracrino sobre células epiteliales mamarias que no hubiesen

estado sujetas a estrés mecénico.

Como primer paso decidimos analizar el efecto que tiene el medio
condicionado de células epiteliales mamarias expuestas al estimulo mecénico sobre
los niveles de fosforilacion de STAT3 en células que no habian sido estiradas
(células receptoras). Para ello, colectamos los medios condicionados de células
HC11 que fueron montadas en los dispositivos y a las cuales les aplicamos 0 no un
ERa del 20% durante los tiempos indicados (8-24 horas). Luego utilizamos estos
MCs para tratar durante 15 minutos a células HC11 receptoras. Las cosechamos y
analizamos los niveles de fosforilacion de STAT3 por western blot (Figura 36) . Los
resultados obtenidos indican que los MCs de células estiradas un 20% inducen un
aumento en la fosforilacion de STAT3 en células HC11 receptoras. En la Figura 36
observamos que el MC de células estiradas durante 8 horas induce un aumento de
los niveles de fosforilacion de STAT3 en células receptoras y que este aumento se
vuelve significativo cuando estas células son tratadas con MCs de células estiradas

por 15y 24 horas.
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Figura 36. Efecto los medios condicionados (MC) de células expuestas a estrés mecanico sobre
los niveles de fosforilacion de STAT3 de HC11 en reposo. Se analizaron por western blot los
niveles de fosforilacién de STAT3 en células HC11 que fueron tratadas durante 15 minutos con
MC por células expuestas o no a un 20/ de ERa durante los tiempos indicados (8-24 horas). Los
niveles de pSTAT3 fueron normalizados con los niveles totales de STAT3. Las barras representan
veces de induccién al relativizar los niveles de activacién de STAT3 en cada caso con la condicién
experimental control de 8hs sin estirar y se encuentran expresados como medias + DE de 3
experimentos independientes. En todos los casos, las barras con letras distintas (a, b, c y d)
indican que los resultados fueron son significativamente (p<0.05) diferentes entre los
tratamientos indicados. Si al menos una letra es compartida entonces no se encontraron
evidencias para decir que existen diferencias significativas entre ellos. La fotografia corresponde
a un western blot representativo.

Previamente encontramos que LIF estd presente en los MCs por células
epiteliales mamarias estiradas (Figura 34). Con el objetivo de evaluar si esta
citoquina participa de la activacion/fosforilacion de STAT3 de células HC11 en
reposo tratada con MCs, pre-incubamos o no los medios con un anticuerpo
bloqueante de LIF. Para ello incubamos los MCs de células HC11 expuestas a un
20% de ERa durante 8 horas con 0.8ug/ml de anticuerpo bloqueante de LIF durante

1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, tratamos a las células HC11
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receptoras durante 15 minutos con estos MCs y luego extrajimos proteinas y
analizamos los niveles de pSTAT3 por western blot. Los resultados muestran que el
tratamiento con el anticuerpo anti LIF fue capaz de bloquear en un 80% el aumento
de pSTAT3 generado por el MC de células mamarias estiradas en células HC11
receptoras (Figura 37A) . En la Figura 35 se comparan los niveles de fosforilacion de
STATS3 inducidos por el MC proveniente de células estiradas durante 8 horas o por
LIF recombinante (2ng/ml) y el efecto de un anticuerpo bloqueante de LIF en cada
caso (Figura 37B) . Luego repetimos el andlisis, utilizando MCs por células estiradas
por diferentes tiempos (8, 15 y 24 horas). Observamos que en todos los casos el
anticuerpo bloqueante inhibié el aumento de los niveles de pSTAT3 inducido por los

MCs de células expuestas a un estrés mecénico (Figura 38).
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Figura 37. Efecto de un anticuerpo bloqueante de LIF sobre los niveles de fosforilacion de STAT3
inducidos por MC de células expuestas a estrés mecanico. Se analizaron por western blot los
niveles de fosforilacidn de STAT3 en células HC11 receptoras tratadas durante 15 minutos con MCs
provenientes de células HC11 expuestas o no a un 20/ de ERa durante 8 horas en presencia o
ausencia de un anticuerpo bloqueante de LIF (0,8ug/ml) (A 'y B). En (B) se comparan los niveles de
activacion de pSTAT3 inducidos por el MC de 8 horas con aquellos inducidos por 2ng/ml de LIF
recombinante. En (A), los niveles de pSTAT3 fueron normalizados contra los niveles totales de
STAT3. Las barras representan veces de induccion al relativizar los niveles de activacién de STAT3
en cada caso con la condicién control de células tratadas con medio condicionado de HC11 no-
estiradas y se encuentran expresados como medias + DE de 2 experimentos independientes. La
fotografia, corresponde a un ensayo de western blot representativo.
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Figura 38. Efecto de un anticuerpo bloqueante de LIF sobre los niveles de fosforilacion de STAT3
inducidos por MC de células expuestas a estrés mecdanico. Se analizaron por western blot los niveles
de fosforilacion de STAT3 en células HC11 receptoras tratadas durante 15 minutos con MCs por células
expuestas o no a un 20/ de ERa durante 8, 15 y 24 horas en presencia o ausencia de un anticuerpo
blogqueante de LIF (0,8ug/ml). Los niveles de pSTAT3 fueron normalizados con los niveles totales de
STAT3. Las barras representan las veces de induccidn al relativizar los niveles de activacién de STAT3 en
cada caso con el tratamiento de MC de células estiradas por 8 horas y se encuentran expresados como
medias = DE de 2 experimentos independientes. La fotografia corresponde a un ensayo de western
blot representativo.

Seccién 2.2. Utilizando el dispositivo que disefiamos y construimos, observamos que el
estrés mecanico regula positivamente la expresién del mensajero y la proteina de c-fos,
induce la fosforilacion de ERK 1/2 y JNK y modula negativamente los niveles de pAKT en
células epiteliales mamarias en cultivo. Encontramos también que el estrés mecanico
induce el aumento de la expresion y secrecidon de LIF asi como también el aumento de la
fosforilacién de STAT3 en estas mismas células. Por otro lado observamos que el estrés
mecanico inhibe el aumento de los niveles de actividad de simil caspasa-3 inducida por el
tiempo de cultivo en medio sin suero. Finalmente observamos que el MC de células
estiradas induce un aumento en los niveles de pSTAT3 en células epiteliales mamarias en
reposo, efecto que fue bloqueado en presencia de un anticuerpo bloqueante de LIF.
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En resumen los resultados presentados en este capitulo indican que:

4)

5)

6)

7)

8)

Disefiamos, construimos y validamos un dispositivo econémico y practico, que
permite el estudio del estrés mecanico en células creciendo en cultivo.

EL estrés mecdnico es capaz de inducir la expresidn y secrecidn de la citoquina LIF en
células epiteliales mamarias en cultivo sugiriendo que éste podria ser un estimulo
relevante para la secrecién de esta citoquina in vivo.

El estrés mecanico funciond como estimulo protector en células epiteliales mamarias
en cultivo al menos hasta las 24 horas de estiramiento.

El estrés mecanico es capaz de inducir la expresidén y secrecion de la citoquina LIF en
células epiteliales mamarias en cultivo y sugieren que éste podria ser un estimulo
relevante para la secrecion de esta citoquina in vivo.

Estos resultado indican que el LIF secretado por las células epiteliales mamarias
expuestas a estrés mecdnico, actla de manera pardcrina induciendo la fosforilacion
de STAT3 en células epiteliales mamarias en reposo.
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DISCUSION
Capitulo 1

1. El rol LIF en tumor es mamarios murinos

1.1 ¢ Quién activa a STAT3 en los tumores mamarios?

En los ultimos afios, una gran cantidad de trabajos demostraron que STAT3
se encuentra activo de manera persistente en varios tipos tumorales (Frank, 2007).
En el cancer de mama, mas del 50% de los tumores primarios, sus cultivos y varias
lineas celulares derivadas tiene altos niveles de activacion de STATS3, lo cual es
llamativo dado su rol inductor de muerte en la glandula mamaria normal. A partir de
estos datos se plantean dos interrogantes fundamentales en cuanto a la activacion
de este factor de transcripcion en tumores mamarios: 1) A qué se deben los altos
niveles hallados y 2) qué consecuencias tiene para la biologia de este tipo de
cancer. Los resultados presentados en esta Tesis intentan esclarecer, al menos
parcialmente, estas cuestiones.

STATS3 presenta diversos mecanismos de activacion en los diferentes tejidos,
involucrando factores de crecimiento, citoquinas y la activacion de diversas tirosina
quinasas. A pesar de la redundancia que existe en las actividades de estas
proteinas, en determinados mielomas y lineas tumorales de prostata se identifico a
IL-6 como la principal citoquina inductora de la activacion de STAT3 (Catlett-Falcone
et al., 1999; Mora et al., 2002). En el caso de la glandula mamaria normal, se
encontré que tanto la expresién de IL-6 como de LIF son inducidas durante la
involucion mamaria (Zhao et al., 2004). Sin embargo, nuestro grupo y el de Watson,
de manera independiente, demostramos que la marcada activacion de STAT3 que
se produce en esta etapa y que induce la muerte por apoptosis del epitelio
secretorio, es producida principalmente por LIF (Kritikou et al., 2003; Schere-Levy et
al., 2003).

En lo que respecta a su expresion en la mama tumoral, LIF ha sido detectado
en cancer de mama humano, tanto en tumores primarios (Dhingra et al., 1998) como
en varias lineas celulares establecidas (MDA-MB-468, MDA-MB-231, MDA-MB-435 y
MCF-7) (Dhingra et al., 1998; Estrov et al., 1995; Kellokumpu-Lehtinen et al., 1996).

En un estudio realizado por el grupo de Estrov, se encontré que la expresion de LIF
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y LIFR en tumores mamarios se asociaba con la conservacion de la diploidia y una
baja proporcion de células en fase S. En particular, la expresion de LIFR se
correlaciono6 positivamente con la presencia del receptor de estrogenos (ER). Por lo
tanto, en base a estos resultados, los autores propusieron que los tumores que
expresan LIF y su receptor tienen un fenotipo mas cercano al normal y por lo tanto
menos agresivo. Sin embargo, también hallaron que los cultivos primarios derivados
de estos mismos tumores mostraron un aumento en la capacidad de formar colonias
en agar blando, al ser tratadas con LIF exdgeno. Ademas, en varias lineas tumorales
de mama dependientes (como MCF-7 y T47D, que no expresan LIF) o
independientes (SK-BR3 y BT20) de estrogeno, y en cultivos primarios de
carcinomas mamarios, el tratamiento con LIF indujo la proliferacion celular (Estrov et
al., 1995; Kellokumpu-Lehtinen et al., 1996). Estas observaciones plantean un

complejo rol para LIF y su receptor, en la regulacién del desarrollo tumoral.

Con respecto al rol de STAT3 en los tumores mamarios es importante
destacar que actualmente se lo considera un oncogen. Por ejemplo, la expresion de
una forma constitutivamente activa de STAT3 (STAT3C) no solo induce la
transformacion de células fibroblasticas (Bromberg et al., 1999) sino también de
lineas células mamarias no tumorales como MCF-10 y lineas derivadas de
mamoplastias (Dechow et al., 2004). En células tumorales MDA-MB 468 que
expresan bajos niveles de pSTAT3 la expresion de STAT3C, aumenta su capacidad
de formar colonias en agar blando. Siguiendo el mismo comportamiento, el uso de
diferentes inhibidores farmacolédgicos de STAT3, asi como dominantes negativos o
ARN de interferencia, en lineas celulares con altos niveles de activacién de STAT3
(MDA-MB 231, MDA-MB 435, 4T1) aumenta la muerte por apoptosis de células en
cultivo y disminuye la tumorigénesis, el crecimiento tumoral y la angiogénesis en
modelos xenograficos (Garcia et al., 2001; Siddiquee et al., 2007). A pesar de los
antecedentes mencionados, el analisis de los niveles de pSTAT3 en micro-arreglos
de tejidos representando a 350 especimenes de tumores mamarios (ndédulos
linfaticos negativos), dio como resultado que la marcacion nuclear para pSTAT3 en
el 43.5% correlacionaba positivamente con una mejor sobrevida a 5 y 20 afios
(Dolled-Filhart et al., 2003).

En este trabajo, utilizamos dos modelos de tumores mamarios murinos. El

primero corresponde a adenocarcinomas que se surgen por la infeccion del virus de

103



Discusion

MMTV (LA). Estos tumores aparecen durante la prefiez y, eventualmente, durante
los sucesivos pasajes pierden la expresion de los receptores de estrogenos y
progesterona (ER-PR-) y son capaces de crecer independientemente del estado
hormonal de la hembra. Estos tumores presentan, a nivel histol6gico, una morfologia
moderadamente diferenciada con areas papilares quisticas (ver Figura 12). En
trabajos anteriores mostramos que los mismos estan compuestos de células
epiteliales redondeadas capaces de formar estructuras glandulares que secretan
Bcaseina (Gattelli et al., 2004) y (Gattelli 2007, Tesis Doctoral). Ademas, ninguna de
las lineas tumorales surgidas de estas neoplasias resultd ser metastatizante. El
segundo modelo, corresponde a los tumores LM3-t surgidos a partir de la inoculacion
de células LM3 (que no expresan niveles detectables de LIFR) y que corresponden a
adenocarcinomas pobremente diferenciados (ER-PR-) y altamente invasivos que
conservan la capacidad de metastatizar al pulmén (Urtreger et al.,, 1997). Los
resultados obtenidos al trabajar con ambos tipos de tumores muestran una
correlacion positiva entre la expresion de LIFR y los niveles de activacion de STAT3
y coinciden con las observaciones hechas en neoplasias mamarias humanas que
asocian la activacion de esta via de sefializacién y un fenotipo tumoral menos
agresivo (Dhingra et al., 1998). Otro trabajo mas reciente en el cual se realizaron
inmunohistoquimicas de 142 tumores primarios de mama refuerza esta asociacion,
ya que se encontré una asociacion positiva y significativa entre los niveles de
pSTAT3 y la expresion de TIMP1 (potente inhibidor de las metalo-proteasas de tejido
MMP2 y MMP9) cuya expresion en tumores mamarios es reconocida como un factor
pronéstico favorable (Nakopoulou et al., 2003; Subramaniam and Isaacs, 2005).
Ademas, la activaciéon de STAT3 se correlaciond significativamente con una menor
frecuencia de invasion vascular y linfatica, dos factores independientes de mal
prondstico (Dien et al., 2006; Subramaniam and Isaacs, 2005). Por lo tanto, tomando
en cuenta el conjunto de estas observaciones, podria sefialarse que, en
determinados casos, los modelos experimentales murinos pueden ser mejores
herramientas para reproducir determinados aspectos de la biologia tumoral que las
lineas de células tumorales humanas.
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1.2 LIF activa a STAT3 en tumores mamarios

A pesar de que STAT3 se encuentre activado en una gran variedad de
tumores, no se conocen mutaciones en el gen de STAT3 que ocurran de manera
natural y que induzcan su activacion constitutiva. Como alternativa, se propone que
la activacion persistente de STAT3 encontrada en tumores primarios, lineas
tumorales y células transformadas con oncogenes depende de la activacion de
receptores de factores de crecimiento con actividad de tirosina quinasa, o por la
desregulacién la actividad de tirosina-quinasas como JAK o Src que llevan a la
activacion de dicho factor de transcripcion (Bromberg, 2002). Los resultados
presentados en este trabajo sugieren que en los tumores mamarios murinos mas
diferenciados, la activacion constitutiva de STAT3 depende principalmente de la
sobreexpresion de LIF (ver Figura 17 y 18) y que los mecanismos de regulacion
negativa no se encuentran alterados en estas células tumorales. Por ejemplo, la
cinética de activacion de los cultivos primarios de tumores inducidos por MMTV fue

similar a la de células epiteliales normales HC11 (ver Figura 15).

Los ensayos de tincién con cristal violeta mostrados en esta Tesis (ver Figura
21) indican que el tratamiento con LIF induce diferentes respuestas bioldgicas en
células no tumorigénicas y tumorigénicas, inhibiendo o induciendo la supervivencia,
respectivamente. Sin embargo, a pesar de que los experimentos indican de que el
LIF secretado por estas células es la principal citoquina inductora de la activacion de
STAT3 (Figura 17 y 18) en células normales y tumorales, el bloqueo de la actividad
de este factor de transcripcion aumento la supervivencia celular (Figura 22). Esto
sugiere que en tumores mamarios moderadamente o bien diferenciados, el LIF
podria preservar el rol biolégico pro-apoptoético que cumple en células mamarias no-
tumorigénicas. En este sentido, y de manera opuesta a lo reportado en la linea
mamaria tumoral MDA-MB 231, donde la activacion de STAT3 induce la expresion
de Bcl-XL (Kotha et al.,, 2006), resultados preliminares realizados en nuestros
nuestro laboratorio con cultivos primarios de tumores MMTV indican que ni el
tratamiento con LIF ni con los MCs induce la modulacién de la expresion de esta
proteina anti-apoptética (datos no mostrados). Sin embargo, en los cultivos primarios
tumorales, observamos que este tratamiento aumenta la expresion de los niveles de
c-EBP/& (Figura 18), un regulador maestro de genes pro-apoptoticos (p53, IGFBP5,
SGP2 y BAK) durante la involucion (Thangaraju et al., 2005).
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La activacion de STAT3 es esencial para el inicio del proceso de involucion
mamaria que involucra la muerte del epitelio secretorio y el remodelado tisular que
ocurre durante esta etapa. Paradojicamente STAT3 se encuentra persistentemente
activo en los tumores mamarios. A raiz de esto surgen dos preguntas: 1) ¢cémo
escapan las células tumorales a las sefiales de muerte de STAT3? y 2) ¢qué

programas genéticos regulados por STAT3 podrian favorecer al desarrollo tumoral?

1.3 ¢ Como escapan las células tumorales a las sefiales de muerte de STAT3?

Hace varios afos, el grupo de Anderson descubri6 que la expresion
condicional de una forma constitutivamente activa de AKT suprime la apoptosis del
epitelio secretorio que se produce durante la involucion mamaria (Schwertfeger et
al., 2001), lo que sugiere que pAKT es capaz de proveer una sefal de supervivencia
dominante. En un trabajo mas reciente, el grupo de Watson demostr6 que STAT3
durante la involucion mamaria induce la expresion de las subunidades regulatorias
negativa de PI3K (p55a y p50a), mecanismo que resulta en una disminucion de los
niveles de fosforilacion de AKT y permite la muerte por apoptosis de las células
mamarias (Abell et al., 2005). La via de PI3K/AKT se encuentra activada en el
cancer mamario y muchos otros tipos tumorales. Sin embargo, un trabajo reciente
reporta que en muestras de tumores mamarios analizadas por micro-arreglo de
tejidos no encuentran diferencias significativas entre la activacion de esta via y
caracteristicas malignas del tumor (Bose et al., 2006). En base a estos antecedentes
proponemos que en algunos tumores mamarios, como los inducidos por MMTV,
STAT3 mantendria la capacidad de inhibir la via de de supervivencia mediada por
PIBK/AKT. Sin embargo estas células tumorales podrian ser mas sensibles a la
activacion de otras vias de supervivencia o proliferacion, haciendo que el bloqueo de
la cascada PI3K/AKT sea incapaz de impedir el crecimiento tumoral. Esto puede
ejemplificarse con los resultados aqui presentados que demuestran cuanto mas
sensibles son las células tumorales, en comparacion con las no tumorales, a la
inhibicién de la actividad de MEK (Figura 22). Estas observaciones respaldan la
hipotesis de que LIF en células normales y tumorales puede activar simultaneamente
vias de muerte y supervivencia, cuyo balance resultaria completamente diferente

segun la sensibilidad de cada tipo celular a la activacion de estas cascadas.
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1.4 ¢Qué programas genéticos regula STAT3 que favorecen el desarrollo

tumoral?

El factor de transcripcion STAT3 fue originalmente nombrado APRF, siglas de
su nombre en inglés acute phase response factor (factor de respuesta de fase
aguda) ya que regula la expresion de genes involucrados en una serie de reacciones
inflamatorias que ocurren en respuesta a la infeccion o dafio de un tejido,
denominada respuesta de fase aguda (Kushner | and A., 1993). En la glandula
mamaria, al analizar la identidad y el curso temporal de la expresion de genes que
ocurre durante la involucion mamaria, utilizando micro-arreglos de oligonucle6tidos
de ADN, encontraron que de aquellos genes que se regulan durante la primera fase
de la involucion (la primeras 48 horas), una gran mayoria pertenecen a genes
involucrados en inflamacion y respuesta de fase aguda (RFA). Por otro lado, durante
la fase irreversible (a partir de las 72 horas), se produce la expresién de un grupo
diferente de genes aunque también involucrados en la RFA. Estos resultados indican
un rol localizado, no sistémico, para un amplio grupo de proteinas de la RFA lo cual
sugiere ademas la participacion de STAT3 como mediador en la reparacion y el
remodelado del tejido mamario. Muchos de estos genes, regulados por STAT3 en
otros tejidos median respuestas pro- y anti-inflamatorias.

En la mama, durante la involucion, aumenta la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias de la familia de IL-6, lo que inducen al factor de transcripcion EBP/ 3, el
cual ademas de tener un rol pro-apotético, regula la expresion de genes anti-
inflamatorios (Clarkson et al., 2004; Stein et al., 2004). Se vio ademas que STAT3
regula la expresion de a2-macroglobulina, que inhibe la accién de metalo-proteasas
(Clarkson et al., 2004; Stein et al., 2004). Por lo tanto, durante la involucion mamaria
se produce un balance entre factores pro y anti-inflamatorios para evitar que durante
este periodo ocurra una inflamacién persistente. Este balance pareceria alterarse en
ausencia de STAT3 ya que se observaron frecuentes mastitis e infiltrado celular en
las mamas de ratones knockout para STAT3 (Chapman et al., 1999).

Es sabido que STAT3 es capaz de inducir la transcripcion de diferentes
grupos de genes en distintos tejidos. Por ejemplo, en células epiteliales mamarias
dispara la expresion de genes involucrados en respuestas anti-inflamatorias e
inflamatorias y promueve la apoptosis, mientras que el mismo factor induce la

supervicencia en células T, en cardiomiocitos y en varios tipos tumorales. Esta
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multiplicidad de funciones, podria estar dada por la combinacion especifica de
sefales que inducen la activacion de STAT3 en cada tejido, lo que incluye citoquinas
(familia de IL-6, IL-10, IFN), factores de crecimiento (EGF, PDGF, prolactina) y
oncogenes (v-src). Por otro lado, la actividad de este factor de transcripcion estara
modulada también por las cascadas de sefales especificas que se activan segun
los receptores disponibles asi como por el repertorio de co-activadores y co-
represores presentes en cada tipo celular. En tumores, debido a que la activacion de
STATS3 pareceria ocurrir rio debajo de una combinacion de citoquinas, factores de
crecimiento y oncogenes asociados al fenotipo neoplasico, es muy probable que en
conjunto, estos factores determinen que STAT3 induzca la transcripcion de un grupo
de genes diferentes a los que modula en el tejido normal. De hecho, un trabajo
reciente analiza los sitios de uniéon al ADN de STATS3, con una nueva estrategia bio-
informatica, y propone que este factor de transcripciébn podria unirse in vivo, a
diferentes sitios, segun el tipo celular y las condiciones a las cuales la células esta
expuesta (Vallania et al., 2009). Ademas, este grupo observé la activacion de un
grupo especifico de genes en células epiteliales mamarias que expresan niveles
fisiolégicos de la mutante constitutivamente activa de STAT3 (STAT3C) (Pensa y

Poli, datos sin publicar).

Finalmente, otro punto interesante que da cuenta de la compleja respuesta
celular a la activacion de STAT3, se relaciona con el modo en que este factor de
transcripcion se activa. Esta activacion, en condiciones normales, es generalmente
alta y limitada en el tiempo, pero es menos intensa y continua en tumores de
diversos origenes (Pensa et al., 2009). Sin embargo, nuestros resultados muestran
que en los cultivos primarios de tumores inducidos por MMTV, la fosforilacion de
STAT3, debida a LIF, presenta una intensidad y cinética muy parecida a la
observada en células no-tumorales (Figura 15). Concordantemente, STAT3 parece
tener un rol pro-apoptético similar al que tiene en la mama normal, ya que
observamos un aumento de los niveles de expresion de c/EBPS, factor de
transcripcion de genes pro-apoptoticos y una disminucion de la viabilidad celular
(Figura 18 y 22). Estos resultados refuerzan la hipétesis de que en tumores mas
diferenciados, la activacion de STAT3 podria continuar regulando la expresion de

genes pro-apoptoticos.
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1.5 STAT 3, el micro-entorno y el sistema inmune

Para comprender el complejo rol que tiene STAT3 en el desarrollo tumoral
tenemos que considerar que la activacion de STAT3 ocurre en diferentes tipos
celulares que interaccionan estrechamente entre si y los cuales se encuentran todos
involucrados en el desarrollo y la progresion tumoral. Estos son las células
cancerosas que, en el caso de los tumores mamarios son, las células tumorales
mamarias de origen epitelial y el micro-entorno donde se desarrolla el tumor que
comprende tanto a células del estroma, fundamentalmente fibroblastos y adipocitos,
como células linfoides que eventualmente puede reconocer y destruir a las células
tumorales o volverse tolerante y permitir su crecimiento.

La reaccion inflamatoria exacerbada que se observa en las células epiteliales
intestinales en ratones deficientes en STAT3 se contrapone a un gran nimero de
estudios que muestran la importancia de IL-6 y la activacion de STAT3 en
enfermedades inflamatorias autoinmunes y en la alergia pulmonar. Esto sugiere que
la accion de STAT3 es benéfica cuando la estimulacion es aguda y su actividad
contribuye a resolver la respuesta inflamatoria pero que puede ejercer un efecto
nocivo cuando su estimulacion se produce de forma crénica como durante el
desarrollo del cancer de mama. En ese caso STAT3 puede inducir la expresion de
citoquinas, factores de crecimiento y factores angiogénicos en las células del
sistema inmune del micro-entorno tumoral. Estos, al ser secretados, pueden
interactuar con sus respectivos receptores activando el mismo factor de transcripcion
en las células blanco y de esta manera establecer una retroalimentacién positiva con

el micro-entorno tumoral.

1.6 Inhibidores de STAT3 como terapia anti-tumoral

Los resultados presentados en este trabajo aportan evidencia acerca del
complejo rol que tiene la activacion de STAT3 en los tumores mamarios.
Observamos que en tumores moderadamente diferenciados la activacion de STATS3,
por parte de LIF, parece inducir la expresion de un programa génico similar al que
dispara durante la fase reversible de la involucion mamaria, durante la cual el

programa apoptotico se pone en marcha. Esto podria explicar por qué en algunos
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tumores mamarios los niveles de expresion de STAT3 se correlacionan
significativamente con altos niveles de TIMP-1 y, en nuestro modelo podria ser la
razén de la bajisima incidencia de metéstasis observada en los animales portadores
de tumores inducidos por MMTV. Por otro lado, resultados preliminares del
laboratorio indican que los niveles de pSTAT5 en estos tumores también son altos, lo
gue concuerda con observaciones previas del laboratorio que indican que estos
adenocarcinomas expresan B-caseina (un gen regulado por pSTAT5) (Gattelli et al.,
2004). En el cancer de mama, otros autores han reportado que STAT5 se encuentra
activo en tumores mamarios y que su actividad se va perdiendo a medida que
progresa la enfermedad resultando, por lo tanto, un marcador de buen pronéstico.
(Nevalainen et al., 2004; Sultan et al., 2005). Por otro lado, en tumores de préstata
altos niveles de pSTATS5 correlacionan con una cancer de mayor grado (Li et al.,
2005a), trayendo de nuevo a colacion, la importancia del contexto celular en la
activacion del programa genético asociado a otro miembro de la familia STAT.
Volviendo a la glandula mamaria, es interesante recordar que el programa que
dispara STAT3 al iniciarse la involucion mamaria se produce en un contexto celular
donde los niveles de STATS5 aulin son altos, marcando otro correlato entre el contexto
celular de los tumores inducidos por MMTV(LA) y la primera fase de involucion post-
lactancia (grupo de genes inducidos primeras 12 horas) (Desrivieres et al., 2006). La
actividad de STAT3 y el tipo de genes regulados podria ser diferente en tumores
mas agresivos con bajos niveles de expresidn y/o activacion de STATS,
correspondiendo a la puesta en marcha de un programa genético mas parecido al
gue se activa al iniciarse la segunda fase de la involucion mamaria, donde aumenta
el componente celular inflamatorio y la expresion de genes involucrados en el
remodelado tisular. Es por ello que pensamos que es muy importante tener en
cuenta la fuerte dependencia que tiene la actividad de este factor de transcripcion
con respecto al contexto celular al momento de disefar estrategias terapéuticas que

impliquen el bloqueo su actividad.

1.7 Una actualizacién sobre los roles de los STATs

Algunos de los paradigmas acerca del mecanismo de sefializacion

citoquina/STATs estan siendo revisados. El primer paradigma que ha cambiado es
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aguel que afirma que las moléculas de STATs “inactivas“, se encuentran en el
citoplasma y solo dimerizan al ser fosforiladas en tirosina. Esta ha sido modificado
por lo siguiente: Los STATSs en el citoplasma existen como dimeros y formando parte
de complejos de alto peso molecular denominados “STATosomas”. El segundo
paradigma que se ha modificado es aquel que dice que se necesita que los STATs
sean fosforilados en tirosina, 0 serina o0 ambos para que estos factores puedan
regular la transcripciébn génica. EI hecho que se hayan encontrado STATs sin
fosforilar regulando la expresion de genes y que estas formas desfosforiladas tengan
blancos diferentes a los que regula el mismo STAT3 fosforilado es particularmente
interesante, sobre todo porque esta actividad se descubrié en células tumorales
mamarias (Yang et al., 2005) y existen varios estudios que reportan no sélo altos
niveles de pSTAT3 sino también de la de la proteina sin fosforilar en este tipo
tumoral. El tercer paradigma que postula que los STATS, una vez fosforilados en las
cercanias de la membrana plasmatica, son importados al nucleo ha cambiado al
reconocer que moléculas de STATs sin fosforilar, van y vienen del citoplasma al
ndcleo de manera constitutiva. Por ultimo, el hecho de que se dirijan y secuestren
moléculas de STAT3 fosforilado en endosomas de vida larga en el citoplasma indica
que es necesario analizar qué tipo de sefiales transduce esta molécula desde la
membrana plasmatica hacia membranas blanco en el citoplasma (Sehgal, 2008). No
solo eso, sino que también recientemente se ha encontrado a STAT3 regulando la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de células tumorales (Reich, 2009). En
conjunto, estas evidencias indican el complejo papel que cumple este factor en una
multiplicidad de procesos, lo cual sumado a la suceptibilidad de su actividad a
factores del contexto celular y tisular, hace extremadamente complicado prever las
consecuencias de su sobre-activacion, sobre-expresion o su bloqueo en los distintos

tipos celulares.
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Capitulo Il

2. Las sefales mecani cas modulan eventos asociados a la

involucién en células epitel iales mamarias en cultivo

La involucion mamaria se inicia al interrumpirse el amamantamiento. Durante
este proceso, que se encuentra regulado por factores locales y es independiente de
los niveles de hormonas lactogeénicas circulantes, se produce la muerte de la mayor
parte del epitelio secretorio. A pesar de que se han caracterizado varios de los
factores que intervienen en este proceso y los roles que cada uno cumple, se
desconoce aun cudles son las sefiales locales que inducen la expresion de estos
factores pro-apoptoéticos. Se hipotetiza que el estrés mecénico producido por la
acumulacion de leche en los alvéolos podria ser la sefial inicial responsable de
disparar la cascada de procesos que llevaran a la muerte del epitelio secretorio.

En este trabajo desarrollamos y validamos un modelo que nos permite
evaluar el efecto de aplicar tension (estiramiento radial, Era) a células epiteliales
mamarias creciendo en cultivo. Los estudios aqui presentados se basaron
principalmente en los antecedentes reportados en cardiomiocitos, donde se
descubrié que tanto el aumento de la sobrecarga hemodinamica in vivo como el
estrés mecanico aplicado a cardiomiocitos en cultivo induce la expresion de LIF y la
activacion de la via JAK/STATS3.

2.1 Desarrollo de un modelo experimental para aplicar estrés mecanico a

células creciendo en cultivo

Con el objetivo de dilucidar si el estrés mecanico contribuye al proceso de
involucién mamaria, disefilamos, construimos y validamos un dispositivo que permite

estirar células creciendo sobre un sustrato de silicona (Figura 25y 26).

Varios laboratorios han desarrollado equipos “artesanales” que utilizan
diferentes técnicas para aplicar tensién. Por ejemplo, se han desarrollado
dispositivos que utilizan la presion de vacio para estirar un sustrato flexible y aplicar
estrés mecénico a las células que crecen sobre él. Este tipo de equipos han sido
utilizados por muchos grupos de investigacion en diferentes modelos experimentales

(Hammerschmidt et al., 2005; Matheson et al., 2006). Sin embargo, estos
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dispositivos tienen la desventaja que no son faciles de construir debido a que es
complicado lograr y controlar el vacio. Por otro lado, estan los que se encuentran
disponibles comercialmente, por ejemplo, a través de la empresa Flexcellint

(http://www.flexcellint.com/) que no soélo tienen un costo bastante alto (U$S 35.000

aproximadamente), sino que ademas requieren de asesoramiento especializado
para su instalacion y un servicio técnico que actualmente no se encuentra en nuestro

pais.

Otra caracteristica que tienen los sistemas que aplican tension utilizando
diferencias de presiones (Figura 8, panel 1) es que el estimulo resulta heterogéneo
(comprometiendo la reproducibilidad) y anisotrépico (varia segun la direccion en la
cual es examinado), como sucede con el resto de los dispositivos que deforman el
sustrato por fuera del plano (Figura 8, panel 2). Otro tipo de dispositivos, son los que
han sido disefiados para aplicar tensién en un mismo plano (Figura 8 panel 3) y se
caracterizan por deformar el sustrato de manera homogénea e isotropica. Por ultimo
se encuentran aquellos equipos que por traccién en una Unica direccion permiten

estirar el sustrato unidireccionalmente (Figura 8, panel 4).

Por las razones mencionadas, nosotros decidimos no utilizar dispositivos que
utilizaran presiones de liquido o vacio para generar el estimulo mecanico y también
descartamos aquellos equipos que estiran las células fuera del plano utilizando una
platina (Figura 8, panel 2) porque se dificulta la visualizacion de las células al
microscopio y no son faciles de calibrar. El equipo presentado en este trabajo, fue
inspirado en el previamente descripto por Anne Lee (Lee et al., 1996) y se puede
ubicar entre aquellos dispositivos que aplican tension de manera bidireccional
(Figura 8, panel 3). La ventaja que tiene nuestro disefio con respecto a su antecesor
es que permite aplicar tensiones de hasta un 30%, un rango bastante mas amplio
gue lo permitido por el equipo original (0-10%). La idea de construir un dispositivo
gue fuese mas versatil en cuanto a la intensidad del estimulo aplicado se basa en
gue hasta el momento se desconoce cual es el rango de tension al que estan
expuestas las células epiteliales mamarias al producirse la acumulacién de leche en
los alvéolos durante la involucion. Los tejidos que mas han sido estudiados in vivo al
respecto son los pulmones y el sistema cardiovascular, donde se vio que los
estiramientos a los cuales estan expuestos en condiciones fisiolégicas y patologicas

se encuentran generalmente entre el 5y el 20 % (Aikawa et al., 2002; Kawamura et

113



Discusion

al., 2003; Komuro et al., 1996; Pan et al., 1999; Yamazaki et al., 1993). Teniendo en
cuenta que cada tejido (en condiciones fisiolégicas como patoldgicas) tiene
propiedades mecéanicas particulares (como la rigidez) particulares (Butcher et al.,
2009) que le permiten soportar y responder a un amplio rango de tensiones,

decidimos disefar un equipo con la mayor flexibilidad posible al respecto.

En este trabajo presentamos un dispositivo Util para aplicar tension de manera
controlada homogénea y equibiaxial a células creciendo sobre un sustrato
deformable como son las membranas de siliconas (Figura 25 y 26). Evaluamos los
cambios generados por la tensién aplicada en el area celular y confirmamos, como
fue demostrado por Lee y su equipo, que este se transmite eficientemente desde las
membranas de silicona cubiertas de colageno a las células que crecen sobre ella
(Figura 26).

La necesidad de dispositivos sencillos y econdmicamente accesibles, para
estudiar el efecto del estrés mecénico sobre diferentes parametros celulares, se
evidencia con la variedad de dispositivos que recientemente se han publicado. Un
ejemplo es el que presentaron Rhana y sus colaboradores el aflo pasado. Este
equipo también utiliza el desplazamiento de un émbolo pero en placas de 6 pocillos
gue poseen un fondo deformable de silicona (Rana et al., 2008). En este trabajo de
Tesis presentamos un dispositivo sencillo, que permite registrar a las células antes y
después de aplicado el estimulo mecénico y cuyo pequefio tamafio (similar al de una
placa de Petri de 6 cm pero con el doble de altura) (Figura 9) permite realizar
protocolos de estiramiento a tiempos largos simplemente colocandolo dentro de la
estufa de cultivo. Gracias a su reducido costo, y al hecho que puede ser esterilizado
por autoclavado, se pueden construir varias unidades factibles de ser utilizadas
simultdneamente con diferentes condicionas experimentales (como intensidades y

tiempos de estiramientos variables, tratamientos farmacolégicos, etc.)

2.2 El estrés mecanico induce en células epiteliales mamarias la expresion de

genes y cascadas de sefales involucrados en la involucion.

Utilizando el dispositivo presentado en este trabajo, analizamos el efecto del

estrés mecanico sobre los niveles de expresion de c-fos en células epiteliales
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mamarias no-tumorales. Los factores de transcripcion Ap-1 se encuentran formados
por homo o hetero complejos de miembros de la familia de Jun, Fos, Atf y Maf. En
numerosos reportes, Ap-1 se ha asociado a una gran variedad de funciones con
gran impacto sobre el destino celular (Eferl and Wagner, 2003). Su actividad
depende del contexto celular y de la combinacion de sus componentes individuales.
En el desarrollo mamario post-natal, el bloqueo de Ap-1 produjo una disminucion de
la proliferacién epitelial con un pequefio aumento de la apoptosis (Shen et al., 2006).
Durante la involucibn mamaria, el aumento de la expresion de los miembros de la
familia Ap-1 se ha asociado con la muerte celular. Se ha detectado la expresioén de
los mensajeros de c-Jun, JunB, JunD and c-Fos luego de las 24 horas de involucion
que alcanza un maximo a las 48 horas (Marti et al., 1994). En particular, se observé
el aumento y la activacion de la proteina c-Fos cuya expresion fue detectada
previamente a la fragmentacién del ADN del epitelio secretorio. Esto sugiere que la
activacion de c-Fos precede a la muerte celular y que su expresion no es una

consecuencia de ella.

Los resultados aqui presentados indican que el estiramiento regula
positivamente la expresion del mensajero y la proteina de c-Fos (Figura 27 y 28) en
células epiteliales mamarias, como sucede en osteoblastos (Inaoka et al., 1995), en
células epiteliales pulmonares (Ying et al., 2006) y en cardiomiocitos (Izumo et al.,
1988; Komuro et al., 1990) tanto in vivo como in vitro, sugiriendo que AP-1 podria

tener una participacion relevante en los eventos iniciales del proceso de involucion.

En la glandula mamaria se ha reportado un aumento de los niveles de
fosforilacién de ERK1/2 al inicio de la involucion mamaria alcanzando un pico a las
24 horas y disminuyendo marcadamente a las 48 horas (Humphreys et al., 2002). En
varios tipos celulares se ha demostrado que las MAPKs transducen las sefiales
provenientes de estimulos mecanicos. Por ejemplo, en células del musculo liso, la
activacion de ERK 1/2 se encuentra involucrada en el aumento de los niveles de
expresion de c-fos (Oldenhof et al., 2002). Los resultados aqui presentados indican
que el mismo tipo de estimulo mecénico que induce el aumento de los niveles de c-
Fos en las células mamarias provoca el rapido aumento de los niveles de
fosforilacion ERK1/2. Esto sugiere que la activacion de ERK 1/2 por estrés mecéanico
se encuentre modulando la expresion y activacion de c-Fos como sucede en otros
sistemas (Bao et al., 2000; Kawata et al., 1998; Oldenhof et al., 2002). Actualmente,
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los mecanismos de regulacion de la expresion de del gen c-fos por estrés mecanico
en células epiteliales mamarias, utilizando el modelo descripto en esta Tesis, estan
siendo llevados a cabo por Julidn Naipauer en el laboratorio del Dr. Omar Coso.
Resultados preliminares, utilizando un inhibidor especifico de MEK (PD98059),
sugieren que la induccién de ERK 1/2 en respuesta al estimulo mecénico en células

epiteliales mamarias se encuentra mediando el aumento de la expresion de c-fos.

Ademas del aumento de los niveles de c-Fos, fue interesante encontrar que lif
responde al estimulo mecénico comportandose como un gen de respuesta temprana
(Figura 33), de manera similar a lo observado en cardiomiocitos (Komuro et al.,
1990), y que este aumento del mensajero resulta en un aumento de los niveles de
secrecion de esta citoquina (Figura 34). Estos resultados demuestran, por primera
vez, que el estrés mecanico es capaz de inducir la expresion de un citoquina clave
en la involucion mamaria, responsable principal de activar STAT3 a través de la via
JAK/STAT en el epitelio mamario (Kritikou et al., 2003; Schere-Levy et al., 2003).

Basados en los antecedentes que plantean que el LIF es el principal activador
de STAT3 en el epitelio mamario, evaluamos el efecto del estrés mecéanico sobre los
niveles de fosforilacion de este factor de transcripcion. Los resultados obtenidos
indican que el estiramiento induce 2 picos de induccion de pSTAT3: uno temprano, a
los 15 minutos, que disminuye significativamente a la hora y otro mas tardio, a las 6
horas de aplicado el estiramiento continuo (Figura 32). Esta cinética de activacion de
STAT3 es interesante porque propone que su fosforilacion puede estar sucediendo a
través de mecanismos diferentes en distintos momentos. Es muy probable que el
segundo pico de pSTAT3 (a las 6 horas) se produzca por la accién autocrina del LIF
secretado, que se detecta en el MC de 8 horas y seguramente también ya esté
presente a las 6 horas. Igualmente, es necesario corroborar esto estirando las
células en presencia del anticuerpo bloqueante de LIF y confirmar la anulacion de
este pico de pSTAT3. Otro de los resultados que apoya la hipétesis de que el
segundo pico de activacion de STAT3 es producido por el LIF autocrino/paracrino
son los experimentos en donde células en reposo fueron tratadas con MCs de célula
expuestas a estiramiento por 8 horas y se observa un aumento de los niveles de

fosforilacién de este factor de transcripcion.
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Con respecto al mecanismo de activacién temprano de STAT3 producido por
el estrés mecanico en HC11, pensamos que no se debe estar produciendo por una
accion autocrino/paracrino de LIF ya que no se encontraron niveles detectables de
esta citoquina por ensayos de ELISA a tiempos menores de una hora (datos no
mostrados). Una explicacion plausible, para esta aparicion temprana de pSTAT3, es
gue el estrés mecanico esté induciendo la activacion de otras quinasas de tirosinas
como, por ejemplo, Src. Esta hipétesis se basa en resultados obtenidos en células
del musculo liso donde la inhibicion de Src usando el inhibidor PP1 evité el aumento
de los niveles de pSTAT3 inducidos por estrés mecéanico (Kakisis et al., 2005).Por
otro lado, esta hipotesis podria explicar también el mecanismo que induce la rapida
activacion de ERK 1/2 una vez aplicado el estiramiento. Se ha reportado que en
células epiteliales pulmonares, el estrés mecanico induce el aumento de los niveles
de fosforilacion de FAK, Src, y ERK. El efecto mitogénico observado en estas células
fue blogueado con el inhibidor de Src (PP2) o un ARN pequefio de interferencia
contra Src lo que redujo también la activacion de ERK 1/2 (Chaturvedi et al., 2007).
Actualmente, la estudiante de biologia Ana Romarowski, que trabaja en nuestro
laboratorio, se encuentra realizando los experimentos con células HC11 estiradas a
tiempos cortos en presencia y ausencia del inhibidor de Src, PP2, y evaluara su

efecto sobre los niveles de pSTAT3 y pERK.

El pico temprano de activacion de STAT3, ademas, podria estar involucrado
en la regulacion de la expresion de c-Fos y en la activacion de AP-1, segun reportes
previos en células epiteliales (Jenab and Morris, 1998). En lo que respecta a la
regulacion de la transcripcion del gen c-fos, se ha determinado que tanto STAT3
como la via de ERK cooperan en su induccion. Estos resultados provienen de
experimentos en cardiomiocitos donde el aumento de la expresién de c-fos, inducido
por LIF, fue inhibido en presencia de un dominante negativo de STAT3. Esto sugiere
gue las mismas vias podrian estar interactuando en las células epiteliales mamarias

estiradas.

Varios grupos sugirieron la participacion de JNK durante la involucion
mamaria. Estos trabajos reportaron que los niveles de pJNK aumentan a partir de las
8 horas de involucién en las mamas de ratas (Zaragoza et al., 2003) y en ratones se
confirmo que la actividad enzimatica de esta MAPK en extracto de mamas en

involucion era mucho mayor que en estadio de lactancia (Hibi et al., 1993). Ademas,
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por inmunohistoquimica se detectaron altos niveles de pc-Jun (sustrato reconocido
de JNK) en los nucleos del compartimiento epitelial (Marti et al., 1999). En conjunto,
estos resultados sugieren que la activacion que JNK cumple un rol importante en las
células epiteliales mamarias durante la involucién y sefialan a c-Jun como blanco de
esta MAPK durante la involucion. Los resultados presentados aqui demuestran que
el estrés mecanico induce un marcado aumento de los niveles de pJNK a partir de
los 15 minutos, alcanzando un méaximo a los 30 minutos y volviendo a los valores
basales a la hora de aplicado el estimulo (Figura 30). Como mencionamos
previamente, en otros sistemas (Junttila et al., 2008) y recientemente en células
epiteliales mamarias (Schere Levy et al, manuscrito enviado), se ha descripto que la
activacion de la JNK regula negativamente los niveles de activacion de ERK 1/2. Los
resultados aqui mostrados también sugieren que pJNK podria estar involucrada en

la disminucién de los niveles de pERK.

2.3 El estrés mecanico protege de la apoptosis a las células epiteliales

mamarias en cultivo

Varios trabajos han analizado el efecto del estrés mecéanico sobre los niveles
de activacion de AKT en células endoteliales (Dimmeler et al., 1998), en masculo liso
(Sedding et al., 2003) y en queratinocitos (Kippenberger et al., 2005). En este
estudio observamos que el estrés mecéanico dispara una disminucién transitoria de
los niveles de pAKT en células epiteliales mamarias (Figura 31). La relevancia del
apagado de la via PI3K/AKT ha sido demostrada a través de estudios en ratones
gue expresan una forma constitutivamente activa de AKT en los cuales se observo
un retraso importante en el proceso de involucion (Schwertfeger et al., 2001).
Ademas se ha descubierto que, durante la involucibn mamaria, STAT3 induce la
expresion de subunidades regulatorias negativas de PI3K (p55alpha and p50alpha),
las cuales inhiben la fosforilacion de AKT (Abell et al., 2005). Como mencionamos en
la Introduccidn, estos trabajos en conjunto indican lo critico que es que los niveles de
pAKT disminuyan durante la involucibn mamaria. En este sentido, pensamos que la
disminuciéon de los niveles de pAKT observada, en células epiteliales mamarias,
deberian sensibilizar a las células a morir por apoptosis. Sin embargo, al analizar los

niveles de actividad de caspasa 3 (Figura 35), encontramos que la aplicacién del

118



Discusion

estrés mecdénico (por 24 horas) protegié a las células de la actividad de caspasas
que se induce por mantener a las células HC11 confluentes en medio minimo. Este
resultado aparentemente contradictorio plantea varios puntos de discusién. En
primer lugar, sugiere que un pulso de estrés mecénico podria no ser suficiente para
inducir la muerte de células epiteliales mamarias. Recordando las cinéticas de
aumento y disminucion de la activacion de ERK 1/2, AKT y JNK, observamos que la
aplicacion de estimulo enciende una posible sefial de supervivencia a través de ERK
y disminuye otra provista por pAKT y, desfasadamente, se enciende pJNK que
podria ser responsable de bajar los niveles de pERK. Asi, a los 30 minutos de
aplicado el estiramiento, nos encontramos con una ventana temporal donde las dos
sefiales mas relevantes para la supervivencia de las células epiteliales mamarias se
encuentran disminuidas. Esta ventana, permanece abierta hasta que los niveles de
pAKT se re-establecen, algo que sucede luego de 3 horas de aplicado el estimulo.
Un punto importante a tener en cuenta, es que estas células todavia no secretan LIF
como observamos mediante el ELISA realizado y esto empieza a suceder recién a
partir de las 6-8 horas. Pero qué pasaria si dentro de esta ventana temporal donde
las sefiales de supervivencia se encuentran apagadas la célula recibe la sefial
paracrina de LIF. En este trabajo presentamos evidencia que el medio condicionado
de células estiradas es capaz de inducir la activacién de STAT3 en células en reposo
(Figura 36) y que esa activacion se debe principalmente a LIF (Figura 38). Para
determinar si factores secretados por las células estiradas favorecerian la muerte de
células que también estan siendo estimuladas mecanicamente, nos proponemos
analizar la capacidad de los MCs o de LIF recombinante de inducir apoptosis dentro
y fuera de las 3 primeras horas de estiramiento sostenido. Asimismo, nos
proponemos evaluar el efecto de incrementar el estrés mecanico a lo largo del
tiempo para determinar si el aumento progresivo del estimulo provoca por si mismo
el desencadenamiento de la muerte celular. Este razonamiento tiene un correlato
fisiolégico si pensamos que al interrumpirse el amamantamiento, las células
mamarias se encuentran bajo un estrés mecénico progresivo asociado a la
acumulacion de leche en los alvéolos. Es concebible, por lo tanto, que no sea un
estiramiento rdpido y sostenido lo que dispara la muerte sino un incremento
progresivo que sea aplicado con una cierta velocidad dentro de un cierto rango de
tiempo. Hallar las caracteristicas especificas de este estimulo sera otro de los

desafios a enfrentar.
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Otro punto para tener en cuenta es que el dispositivo utilizado en este trabajo
para estirar células no permite un monitoreo en tiempo real a tiempos largos en
condiciones de cultivo (temperatura y CO, controladas). A raiz de esto, en
colaboracién con Roberto Etchenique y Marcelo Salierno del Departamento de
Quimica Inorganica de la FCEN, se disefid6 un nuevo dispositivo que se basa en el
gue presentamos en este trabajo, pero permite que el estiramiento de las células
pueda ser monitoreado en tiempo real bajo el microscopio y ser registrado
fotograficamente en condiciones de cultivo adecuadas. Resultados preliminares
obtenidos con este nuevo dispositivo indican que luego de aproximadamente 2 horas
de aplicado el estimulo mecanico, las células reacomodan sus contactos con el
sustrato y con otras células, disminuyendo su area celular. Posiblemente, este
“reacomodamiento” permita reducir la tensidbn que sufren las células por el
estiramiento del sustrato flexible (Salierno & Quaglino, datos preliminares). Es
interesante destacar, que el momento en el que las células son capaces de reducir
la tensién a la que estan siendo sometidas coincide con la finalizacion de la ventana

temporal de mayor susceptibilidad a la apoptosis, que se discutié anteriormente.

Los experimentos presentados de actividad de caspasa proponen que el
estrés mecanico en estas condiciones es un estimulo protector. Las células HC11
poseen ambos alelos del gen p53 mutados, lo que les confiere resistencia a la
apoptosis inducida por estimulos que generan dafio al ADN. Sin embargo, si los
cultivos de HC11 estan confluentes, las células sufren apoptosis masiva en ausencia
de suero fetal bovino (SFB), es decir, en ausencia de hormonas y factores de
crecimiento, como en el protocolo que seguimos para este trabajo. Por otro lado, el
tratamiento con EGF e insulina protegen de la muerte por apoptosis inducida por
ausencia de SFB en células HC11 confluentes (Merlo et al., 1995; Romorini et al.,
2009). A partir de esto, y teniendo en cuenta la posibilidad que barajamos
anteriormente acerca de que el estrés mecanico esté induciendo la activacion de la
guinasas Src, es tentador especular que un posible mecanismo involucrado en la
proteccion mediada por el estiramiento sea la transactivacion del receptor de EGF
(Moroni et al., 2005).

Varios tipos celulares necesitan anclarse a la matriz extracelular como pre-
requisito para sobrevivir y esto es realizado a través de la unién de las integrinas a

motivos especificos en la matriz, sefializando esta union a traves de las quinasas de
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contactos focales o FAKs (Bouchard et al.,, 2008). Hay reportes que indican que
durante la involucibn mamaria se produce una disminucion de los niveles de
expresion de integrina-bl y FAK a partir de las 6 horas de producido el destete
(McMahon et al., 2004) y que en el caso de la Bl-integrina se mantienen bajos a lo
largo de todo el periodo de involucion. Los autores del trabajo proponen que seria
necesaria una disminucion de los contactos entre las células y la membrana basal
para que se inicie la apoptosis de las células epiteliales. Esta afirmacién se apoya en
que durante la involucibn mamaria, la actividad de caspasa-3 es detectada sélo en
las células que aparecen en la luz de alvéolos y conductos entre las 12 y 24 horas
luego del destete. Unicamente después de 72 horas, una vez iniciada la fase
irreversible, se encuentran células apoptoticas en la pared alveolar. Esto indica que
el evento final de muerte, durante la primera fase de la involucién, no ocurre hasta
gue las células se desprenden de la membrana basal (Watson, 2006). Una
disminucién en la sefalizacién a través de integrinas y FAK, podria disminuir los
niveles de activacion de Src, como sucede en otros tipos celulares (Bouchard et al.,
2008), y, de esta manera, inhibir las sefiales de supervivencia. Nosotros proponemos
que el estrés mecanico podria modular esta via a través de la regulacién de los
niveles de ARNm de Bl-integrina. Apoyando esta posibilidad, datos preliminares de
Julidn Naipauer en el laboratorio del Dr. Omar Coso indican que el estiramiento
induce la desestabilizacion de estas especies de ARNm en células epiteliales
mamarias HC11 (Naipauer et al, SAIC 2009).

2.4  Conclusiones y Perspectivas

El trabajo presentado en la segunda parte de esta Tesis, brinda nuevas
herramientas para investigar in vitro el efecto del estrés mecanico sobre el
comportamiento celular y los mecanismos subyacentes a estos fendbmenos. Ademas,
aporta evidencias de que in vivo el estrés mecénico podria ser un estimulo relevante
para la regulacién de la expresion de genes y activacion de cascadas de sefales
claves durante la involucion mamaria. Finalmente, los resultados mostrados aqui
también plantean la posibilidad que fuerzas mecéanicas se encuentren regulando

procesos similares durante el desarrollo tumoral de las células mamarias.
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En los udltimos afios, el campo que estudia del efecto de las fuerzas
mecanicas sobre el comportamiento celular ha adquirido relevancia y ha crecido
enormemente en el resto del mundo. En Argentina, sélo pudimos identificar otro
grupo de investigacion ademas de nuestro que estuviese desarrollando modelos
experimentales para estudiar el efecto del estiramiento sobre el comportamiento y la
funcion celular. Dicho equipo es el dirigido por el Dr. Walter Manucha (IMBECU,
Universidad Nacional de Cuyo), al cual asesoramos en cuanto a la preparacion de

las membranas de silicona y el mejoramiento de la adherencia celular.

Actualmente varios grupos de investigacién se han interesado en el modelo
presentado en esta Tesis y algunos lo han empezado a adaptar, por ejemplo, para
realizar estudios por diferentes técnicas de microscopia. Las lineas de trabajo y las
colaboraciones que han surgido a partir del presente trabajo incluyen estudiar el
efecto del estrés mecéanico sobre: la estabilidad de distintos ARN mensajeros, la
regulacion de la maquinaria de splicing y el splicing alternativo de diversos genes
involucrados en la transformacion neoplasica. Ademas, otros grupos contactados
con nosotros han empezado a desarrollar modelos que permitan aplicar estimulos
mecanicos a células Unicas utilizando microscopia de fuerza atomica (AFM) y
también, con el objetivo de estudiar el proceso de mecano-transduccion a escala
molecular, nano-manipuladores que permitiran estudiar este proceso a nivel de focos
de adhesion individuales. En conjunto, esto demuestra que se esta gestando un
ndcleo interdiciplinario de grupos de investigacion interesados en estudiar los
mecanismos y el efecto de las fuerzas mecanicas sobre el comportamiento celular,
lo que augura el crecimiento y la consolidacion de este interesantisimo campo de

estudio en nuestro pais.

122



Anexo- Abreviaturas

ABREVIATURAS

AKT proteina quinasa B

Ap-1 proteina activadora 1

ARNmM acido ribonucleico mensajero

BSA albumina Sérica Bovina

CPT cultivo primario tumoral

c-Src tirosina quinasa celular del virus del sarcoma de Rous virus
DAB diaminobencidina

EGF factor de crecimiento epidermal

ER receptor de estrogeno

ERa estiramiento radial

ERK quinasa regulada por sefiales extracelulares

HC11 linea celular derivada de epitelio mamario de ratén
JAK guinasa Janus

JNK qguinasa del N-terminal de Jun

LIF factor Inhibitorio de Leucemia

LIFR receptor del factor inhibitorio de leucemias

LM3 linea cellular derivadas de adenocarcinoma mamario
MAPK proteinas quinasas activadas por mitdgenos

MC medio condicionado

MEM medio minimo esencial

MMTV virus del tumor mamario murino

pb Pares de bases

PBS buffer fosfato salino

PD98059  inhibidor de MEK1/2

PI3K fosfatidil-inositol 3-quinasa
PR receptor de progesterona
PRL prolactina

PRLR receptor de prolactina
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rpm revoluciones por minuto

RT-PCR Transcripcion reversa seguida de una reaccion de cadena de la

polimerasa
SFB suero fetal bovino
SOCS proteinas supresoras de sefiales de citoquinas
STAT transductor de la sefial y activador de la transcripcion

STAT3ip péptido inhibitorio especifico de STAT3
TEB brote del extremo terminal

wild type salvaje

MEK quinasa de ERK
SOCS proteinas supresoras de sefalizacion por citoquinas
C/EBP proteinas potenciadoras de union a CCAAT(citidina-citidina-adenosina-

adenosina-timidina
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