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PARTICIPACION DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA EN
LA PROLIFERACION DE CARCINOMAS MAMARIOS

RESUMEN

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citoquina pro-inflamatoria
implicada en promover el crecimiento de ciertos tipos de canceres. En el presente
trabajo de Tesis se exploraron los caminos de sefializacion intracelulares que llevan al
crecimiento de las células de cancer de mama inducido por TNFa y su interaccion con
el receptor tirosina quinasa tipo I, ErbB-2. Nuestros resultados indicaron que el TNFa,
actuando a través del receptor de TNFa tipo 1 (TNFRI1), indujo la activacioén de las
quinasas activadas por mitdgenos p42 y p44 (p42/p44 MAPK), la quinasa del amino
terminal de c-jun (JNK) y la fosfatidilinositol 3-fosfato quinasa / Akt (PI3-K/Akt), la
activacion del factor de transcripcion Factor Nuclear kB (NF-kB) y la proliferacion
celular. También comprobamos que la administracion de TNFa in vivo indujo el
crecimiento del tumor C4HD en ratones Balb/c y que el tratamiento con un inhibidor
selectivo de NF-xB, Bay 11-7082, resultd en la regresion parcial de dicho tumor de
mama. Asimismo, el Bay 11-7082 bloqued la capacidad del TNFa de inducir el
aumento de la proteina promotora del ciclo celular ciclina D1 y de la proteina
antiapoptotica Bcl-X;. Un importante hallazgo fue demostrar que el TNFa indujo la
transactivacion de ErbB-2 en células de cdncer de mama que sobreexpresan ErbB-2. En
estas células, el TNFa activa a la tirosina quinasa c-Src, promueve la fosforilacion de
ErbB-2 en el residuo Tyr877, y favorece la formacion del heterodimero ErbB-2/ErbB-3.
Este ultimo proceso lleva a la fosforilacion de Akt, a la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, y al aumento en la expresion de ciclina D1. La presencia del
inhibidor de ErbB-2, AG825, o de ARN cortos de interferencia (siRNA) contra ErbB-2,
pero no la del anticuerpo monoclonal humanizado trastuzumab (Herceptin™™) abolié la
fosforilacion de ErbB-2, la activacion de NF-kB y la proliferacion inducidas por TNFa.
Nuestro trabajo revela que el TNFa es capaz de transactivar a ErbB-2 y utilizarlo como
un intermediario en la generacion de sefales mitogénicas. Dado que el TNFa se
encuentra presente en un alto porcentaje de canceres de mama, nuestros hallazgos
tendrian una gran importancia en la comprension de la biologia de tumores de mama
que sobreexpresan ErbB-2 como asi también en la eleccion del tratamiento al cual los

pacientes son sometidos.
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TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA INVOLVEMENT IN BREAST
CANCER CELL PROLIFERATION

ABSTRACT

Tumor necrosis factor alpha (TNFa) is a pro-inflammatory cytokine that
promotes the growth of certain cancer types. In the present Thesis we explored signaling
pathways involved in TNFa-induced breast cancer growth and its interaction with the
tyrosine kinase receptor I, ErbB-2. Our results indicate that TNFa, acting through
TNFR1, induces activation of p42/p44 MAPK, JNK and PI3-K/Akt, NF-xB activation
and cell proliferation. TNFa, when administered in vivo, induced C4HD tumor growth
on Balb/c mice and treatment with a specific inhibitor of NF-kB, Bay 11-7082, induced
a partial regression of said breast tumor. Bay 11-7082 blocked TNFa ability of inducing
the cell cycle promoter protein cyclin D1 and the antiapoptotic protein Bel-Xi. In
addition we showed that TNFa induces ErbB-2 transactivation on breast cancer cells
with ErbB-2 overexpression. We found that TNFa activates the tyrosine kinase c-Src,
promotes ErbB-2 phosphorylation on Tyr877, and favors heterodimer formation
between ErbB-2 and ErbB-3. This last event leads to Akt phosphorylation, NF-kB
activation and to the increase in cyclin D1 protein expression. The presence of AGS82S5,
an ErbB-2 inhibitor, or small interference RNA (siRNA) to ErbB-2, but not the
humanized monoclonal antibody trastuzumab (Herceptin'™) abolished ErbB-2
phosphorylation, NF-«kB activation and TNFa-induced proliferation. Our findings reveal
that TNFa is able to transactivate ErbB-2 and using it as an obligatory downstream
signaling molecule in the generation of mitogenic signals. Given the fact that TNFa is
present in a high percentage of invasive breast cancers, our work would be of
importance for the understanding of breast cancer which overexpresses ErbB-2 and also

for choosing the most appropriate treatment for patients.

Key words:
Tumor necrosis factor alpha (TNFa) — TNFR1/TNFR2 — ErbB-2 — Breast cancer — NF-

kB — c-Src — Etanercept — Trastuzumab.
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Introduccion Lic. Martin A. Rivas

INTRODUCCION
Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad con una altisima incidencia, siendo el
tipo de cancer mas frecuente en la mujer en el mundo entero y la segunda causa de
muerte por cancer, detras del cancer de pulmoén. De acuerdo con los datos oficiales, en
Argentina se estima que 18.712 mujeres son diagnosticadas con cancer de mama por
afio. El Ministerio de Salud de la Nacion, reportd que la mortalidad anual por cancer
de mama en Argentina asciende a 23,8 — 27,4 casos por cada 100.000 habitantes,
significando esto alrededor de 5202 muertes por afo por esta enfermedad (Matos et al,
1994; Matos et al, 1990; Instituto Nacional del Cancer, 2010). La mortalidad por
cancer de mama ha disminuido en los tltimos afios en los paises desarrollados gracias
al diagnostico precoz, a los mejores esquemas de tratamiento disponibles y a la
reciente reduccion de la incidencia (Fig. 1). Sin embargo, en los paises
subdesarrollados la mortalidad por cancer de mama contintia siendo alta: el escaso
acceso a planes de cobertura médica, a tratamientos personalizados de avanzada y
mejores herramientas de diagndstico, asi como también la co-existencia de
infecciones en situaciones de pobreza, impiden que los ultimos avances se traduzcan
en una mejora del tratamiento de la enfermedad (National Cancer Institute, 2010;
Matos et al, 1994; Matos et al, 1990; Robles y Galanis, 2002).

El diagnostico del cancer de mama estd basado en la determinacion de
caracteristicas histopatologicas especificas que definen a los distintos cénceres de
mama en subtipos histologicos. Adicionalmente, el diagndstico se acompafia en la
actualidad de la determinacion de caracteristicas moleculares especificas, tales como
la presencia o ausencia de receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP)
y del receptor con actividad de tirosina quinasa ErbB-2 [v-erb-b2 erythroblastic
leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene homolog;
homologo 2 del oncogén viral de la leucemia eritroblastica u homoélogo del oncogén
derivado del neuro/gliobastoma; también denominado HER2 (humanos) o neu (rata)].
En funcion de la expresion diferencial de estos receptores, los canceres de mama, a su
vez, se subclasifican como luminales, sobre-expresores de ErbB-2 o triples negativos
(RE-/RP-/ErbB-2-) y son asignados a un esquema de tratamiento apropiado (National
Cancer Institute, 2010).

_21-



Introduccion Lic. Martin A. Rivas

Tasas de Mortalidad por Cancer ajustadas por edad, ¥ Mujeres, EEUU, 1930-2006
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Fuente: Datos de mortalidad de EEUU, 1960 a 2006, Volumenes de Mortalidad en EEUU, 1930 a 1959. National Center for Health Statistics,
Centers for Disease Control and Prevention, 2009.

i

Fig. 1 Tasas de mortalidad por cidncer en mujeres, ajustadas por edad, EEUU, 1930-2006. Se
muestra la tasa de mortalidad para el cancer de mama, ovario, ttero, estbmago, pancreas, colorrectal, y
de bronquio y pulmén por cada 100.000 mujeres. Adaptado de American Cancer Society, Cancer Facts
& Figures 2010.

El tratamiento del cancer de mama consiste, en general, en la tumorectomia o
en la mastectomia y ademas puede consistir en radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal o terapias dirigidas. En particular, los pacientes cuyos tumores sobre-
expresan ErbB-2 —aproximadamente el 16,8 — 25 % del total de los diagnosticados
(Frahm et al, 2007; Slamon et al, 1987) — son tratados con trastuzumab (Herceptin™*):
un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el dominio extracelular del
ErbB-2, cuyo mecanismo de accion no ha sido completamente dilucidado. A pesar de
que cientos de estudios preclinicos generaron un gran optimismo en cuanto al
tratamiento con trastuzumab de pacientes cuyos tumores sobre-expresan ErbB-2, en la
practica clinica se observa que alrededor de dos tercios de los pacientes tratados
desarrollan resistencia a ese tratamiento, evolucionando la enfermedad a subtipos més
agresivos y con probabilidades atin més bajas de recuperacion (Wilken y Maihle,
2010). Dentro de las terapias dirigidas, se encuentra también aprobada para su uso en
cancer de mama avanzado que sobre-expresa ErbB-2 la droga ditosilato de lapatinib
(Tykerb™®) que es un inhibidor de la actividad tirosina quinasa del mencionado

receptor (Macfarlane y Gelmon, 2010; Baselga, 2010).

_22.



Introduccion Lic. Martin A. Rivas

Factor de necrosis tumoral alfa

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citoquina pluripotencial que
regula una gran variedad de respuestas celulares, incluyendo proliferacion,
diferenciacion, inflamacion y apoptosis. Aunque el TNFa fue originalmente
caracterizado por causar la necrosis hemorragica de tumores en altas concentraciones,
hoy se sabe que en muchos tipos de cancer, bajas concentraciones de TNFa aumentan
el crecimiento y favorecen la progresion tumoral (Maeda et al, 2005). Este hallazgo,
es coherente con una gran cantidad de trabajos que dan testimonio de que la
inflamacién en el microambiente tumoral cumpliria un rol pro-tumoral (Balkwill y
Mantovani, 2001; Coussens y Werb, 2002; Maeda et al, 2005; Karin y Greten, 2005).

El TNFa se sintetiza como un precursor de membrana de 26 kDa y luego es
clivado por una proteasa, liberando a la forma madura del TNFa, de 17 kDa de peso
molecular (Kriegler et al, 1988). El TNFa biolégicamente activo consiste en un
homotrimero, de peso molecular 51 kDa, que se une a dos receptores (TNFRs) de
membrana que reclutan proteinas de andamiaje, las cuales actian como plataforma
adaptadora y conducen a la activacion de diversos caminos de sefalizacion
dependiendo el tipo celular. La estructura primaria del TNFa humano (hTNFa) y
murino (MTNFa) se encuentra muy conservada, lo que determina que entre los
receptores exista cierta especificidad de especie: mientras que el mTNFa es capaz de
unirse a los dos receptores humanos, el hTNFa solo es capaz de ligar al TNFRI
murino (Rothe et al, 1992). Tanto el receptor tipo 1 de 55 kDa (TNFR1) como el
receptor tipo 2 de 75 kDa (TNFR2), son glicoproteinas con un unico dominio
transmembrana (Rothe et al, 1992). Ambos receptores comparten un 28% de
homologia en su dominio extracelular de union al ligando y carecen de actividad
enzimatica. La unioén del TNFa determina la trimerizacion de los receptores, requerida
para que el receptor pueda unir proteinas de sefializacion a su dominio citoplasmatico.
El TNFRI1, a través de su dominio de muerte citoplasmatico, recluta secuencialmente
a la proteina con dominio de muerte asociada al TNFR (TRADD), al factor 2 asociado
al receptor (TRAF-2), a la proteina de interaccion con el receptor (RIP) y a la proteina
quinasa quinasa quinasa activada por mitogenos (MEKK3) (Fig. 2). Esta ultima
fosforila directamente a la quinasa de IkBf (IKKP) (Yang et al, 2001). Ademas,

TRAF-2 puede también asociarse con la quinasa inductora de NF-kB (NIK), la cual es
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necesaria junto con Akt para fosforilar a la IKKa (Hsu et al, 1995; Ozes et al, 1999).
Las IKKSs activadas causan la fosforilacion de IkBs, inhibidores citoplasmaticos del
factor de transcripcion factor nuclear kB (NF-kB), gatillando su ubiquitinacion y
subsecuente degradacion, que lleva a la liberacion y translocacion nuclear de NF-«B
(Fig. 3) (Karin, 2006). TRADD puede también unir al dominio de muerte asociado a
Fas (FADD), llevando a apoptosis mediante la activacion de caspasas (Tartaglia et al,
1993). También se describidé que el reclutamiento de TRAF2 es requerido para la
activacion de la proteina quinasa del amino terminal de c-Jun (JNK), para las
proteinas quinasas activadas por mitogenos p42/p44 (p42/p44 MAPK) y para p38
MAPK (Liu et al, 1996). TRAF1 y TRAF2 son, ademads, las moléculas adaptadoras
para la union de las proteinas cIAP1 y cIAP2, importantes inhibidores de la apoptosis
mediada por caspasas (Wang et al, 1998; Mahoney et al, 2008). Por otro lado, el
TNFR2, aunque carece de dominio de muerte, es capaz de unir a TRAF2 a través de
otra proteina adaptadora, TRAF1 (Rothe et al, 1994), proveyendo un mecanismo que
explica algunas de las actividades compartidas entre los TNFR (Fig. 2), como Ia

capacidad de activar a NF-kB.
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Fig. 2 Seinales de transduccion estimuladas por el TNFa a través de sus receptores. TNFa, Factor
de necrosis tumoral alfa; TNFR, receptor del TNFa; TRADD, dominio de muerte asociado al TNFRI1,;
FADD, dominio de muerte asociado a Fas; RIP, proteina de interaccion con el receptor; TRAF, factor
asociado al receptor de TNFa; PI3-K, fosfatidil inositol-3 fosfato quinasa; IKK, quinasa de IkB; IkB,
proteina inhibidora de NF-kB; NF-kB, factor nuclear kB; MEKK3, quinasa de la quinasa de MEK1/2;
NIK, quinasa inductora de NF-xB. Adaptado de Chan KF et al, Immunity 13 (2000) 419-422.
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Fig. 3 Activacion del factor de transcripcion NF-kB. En células sin estimular, el factor de
transcripcion NF-kB (representado aqui por las subunidades p65 y p50) se encuentra en el citoplasma
unido a la proteina inhibitoria de NF-kB alfa (IkBa). Frente a distintos tipos de estimulos, como puede
ser el TNFa, la proteina IkBa es fosforilada por el complejo de quinasas de IkB (IKK). La fosforilacion
de IkBa la convierte en blanco de ubiquitinacion por una ubiquitina-ligasa (UbL), que la marca para su
degradacion por el proteasoma. De esta manera, el dimero NF-«B puede translocar al nucleo y activar
la transcripcion de sus genes blanco. De: Haefner B, Drug Discov Today 7 (2002) 653-663.

La familia de factores de transcripcion factor nuclear kB (NF-kB)/Rel juegan
un rol fundamental en respuestas inmune e inflamatoria (Baeuerle y Henkel, 1994;
Baeuerle y Baltimore, 1996). Existen cinco miembros de esta familia en mamiferos:
p65 o RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1 (p105/p50) y NF-xB2 (p100/p52). Ambos, pl105 y
p100 son proteoliticamente procesados por el proteasoma para producir p5S0 y p52,
respectivamente. Los productos, p50 y p52, forman complejos diméricos con las
proteinas Rel: mientras que p50 se asocia con muchos de los miembros de la familia
NF-kB, p52 tiende a formar dimeros primariamente con RelB. Una variedad de
estimulos, como el TNFa y el lipopolisacarido bacteriano inducen la activacion de la
via canénica de NF-kB, caracterizada por la activacion del clésico complejo de
quinasas de IkB (IKK), compuesto por IKKa, IKKP e IKKYy, el cual fosforila a las

proteinas inhibitorias kB, marcandolas para la degradacion rapida a través de la via
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ubiquitin-proteasoma (Ghosh y Karin, 2002). El cldsico dimero que resulta activado
por la via canodnica es el compuesto por la p65 (RelA) y p50 (producto del clivaje de
pl05). Adicionalmente, se sabe que eventos de fosforilacion de p65 regulan
positivamente la actividad transcripcional del dimero p65/p50. Por su parte, el BAFF,
CDA40L vy ciertos otros factores activan la via no candnica de activacion de NF-kB, en
la cual NF-kB2 es clivado de p100 a p52 en un proceso inducible por fosforilacion y
mediado por el proteasoma y regulado por las quinasas inductoras de NF-kB (NIK) e
IKKa, pero no por IKKf o IKKYy (Xiao et al, 2001b; Senftleben et al, 2001; Xiao et al,
2001a). La quinasa NIK fosforila a IKKa en los residuos Ser176 y 180 (Xiao et al,
2001a) y a p100 en Ser866/870, y luego recluta a IKKa a p100 donde IKKa fosforila
residuos adicionales en el N- y C-terminal (Xiao et al, 2004), llevando a la
ubiquitinacion y procesamiento de pl100 (Liang et al, 2006). Se ha demostrado que
TRAF2 y TRAF3 son reguladores negativos de la via no candnica de activacion de
NF-kB (Xia y Chen, 2005; Liao et al, 2004), y su unién diferencial a los receptores de
TNFa jugarian un rol clave en determinar si las sefiales que se transducen activaran la
via candnica, la no candnica o ambas (Morrison et al, 2005).

Entre los genes humanos con elementos de respuesta para el factor de
transcripcion NF-kB se encuentran varios vinculados con la respuesta inmune como
por ejemplo el receptor de células T (CD3), la interleuquina (IL)-2, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-6, algunas quimioquinas como CCL-2, CCL-5 (Rantes), CCL-11, o sus receptores
CCRS, CCR-7 (Fig. 4) (Haefner, 2002). E1 TNFa, incluso, es un gen que posee en su
promotor elementos de respuesta a NF-kB (Drouet et al, 1991), un dato de gran
importancia dado su propuesto rol pro-tumoral. Ademas de estos genes, otros
relacionados con dos de las caracteristicas distintivas del céncer (Hanahan y
Weinberg, 2000), es decir la anti-apoptosis y la proliferacion, poseen elementos kB en
sus secuencias promotoras (Haefner, 2002; Karin et al, 2002) (Fig. 4). Ejemplos de
estos genes son la proteina anti-apoptotica Bcl-X; y la proteina promotora del ciclo

celular ciclina D1 (Karin et al, 2002).
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Fig. 4 Genes que contienen elementos de respuesta al factor de transcripciéon NF-kB en sus
regiones promotoras. El factor de transcripcion NF-kB activa la transcripcion de genes relacionados
con la retroalimentacion negativa de activacion de esa via, inmunidad, anti-apoptosis y proliferacion.
IxkBa, IkBp proteina inhibidora de NF-kB alfa o beta, iNOS sintetasa de NO inducible, COX2
ciclooxigenasa 2, cIAPs proteina celular inhibidora de la apoptosis, A1/BFL1 miembro de la familia de
proteinas antiapoptéticas Bel-2, Bel-XL proteina extra larga del linfoma de células B, c-Myc proto-
oncogén Myc. Adaptado de Karin, et al Nat Rev Cancer 2 (2002) 301.

La capacidad de TNFR1 y TNFR2 de mediar individualmente la sefializacion
inducida por TNFa, ha sido un area ampliamente estudiada. E1 TNFR1 ha sido
implicado en muchos procesos biologicos incluyendo citotoxicidad (Tartaglia et al,
1993), produccion de IL-6 (Rothe et al, 1992), proliferacion de fibroblastos (Kalb et
al, 1996) e induccion de NF-xB (Tartaglia et al, 1993) mientras que, por su parte, el
TNFR2 ha sido asociado con proliferacion de timocitos y activacion de NF-kB (Rothe

etal, 1992).

Rol fisiopatologico del TNFa

Se sabe que el TNFa juega un rol fisioldgico en el desarrollo normal de la
glandula mamaria, promoviendo la proliferacion e induciendo la morfogénesis ductal
(Lee et al, 2000). Esta reportado que el TNFRI es el receptor mediador de la
proliferacion inducida por TNFa de células epiteliales normales, mientras que la
activacion de TNFR2 induce la acumulacién de caseina (Varela y Ip, 1996).

En 1987, Spriggs et al. (Spriggs et al, 1987) report6d que el TNFa podia inducir
a células de cancer de mama a producir mas TNFa. Este trabajo fue seguido por otros
reportes que afirmaban que el ARNm y la proteina TNFa eran detectables en células
malignas y estromales de biopsias de pacientes con cancer (Beissert et al, 1989;

Naylor et al, 1990; Naylor et al, 1993), en particular en aquellos con mal prondstico.
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Estos hallazgos llevaron a que Leibovich et al. sugirieran que el TNFa en realidad
estimularia el crecimiento tumoral (Leibovich et al, 1987). Sin embargo, fue en 1999
cuando un trabajo del grupo de Balkwill mostrd, en ratones knock out para el TNFa,
que la luz ultravioleta no provoca cancer de piel, como si lo hace en ratones salvajes.
De esta forma se proveyo una evidencia firme de que el TNFa es una citoquina clave
para la promociéon tumoral (Suganuma et al, 1999). El mismo grupo también ha
demostrado que en cancer de ovario el TNFa actia como un factor de crecimiento
autocrino y paracrino (Wu et al, 1993), y que ademas genera la liberacion de una
variedad de citoquinas (IL-6, factor inhibidor de la migracion de macréfagos MIF y el
factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF) y quimioquinas (CCL2 vy
CXCL12)(Kulbe et al, 2005; Kulbe et al, 2007) que favorecen la progresion tumoral y
la migracion de las células a sitios de crecimiento secundarios. Mas recientemente,
también se ha mostrado que en carcinomas hepatocelulares, el TNFa es un promotor
de la progresion tumoral en etapas tempranas (Pikarsky et al, 2004).

En los ultimos afios, ciertos trabajos reconocen que el TNFa confiere también
propiedades pro-metastdsicas e incluso afirman que induce la transicion epitelio-
mesenquimal en tumores (Chuang et al, 2008; Egberts et al, 2008; Kim et al, 2009;
Wu y Zhou, 2010; Hou et al, 2010). En un trabajo reciente, el grupo dirigido por el
Dr. Karin identifico que ciertos carcinomas de pulmén expresan altos niveles del
proteoglicano versicadn. Esta proteina es liberada al microambiente tumoral donde
activa receptores de tipo Toll (TLR2 y TLR6) en macréfagos y produce un aumento
en la produccion de TNFa, que es requerida para el establecimiento de las metastasis
en este tipo tumoral. Esos resultados explican como las células de cadncer avanzado
hacen uso de componentes del sistema inmune innato, para generar un microambiente
inflamatorio favorable para el establecimiento de las metastasis (Kim et al, 2009).

En particular, en cancer de mama, los efectos del TNFa son variables: se ha
demostrado que el TNFa induce apoptosis o inhibe la proliferacion de células MCF-7
(Burow et al, 1998), mientras que se ha mostrado que una gran cantidad de lineas
celulares de cancer de mama son resistentes a la apoptosis inducida por TNFa (Zhou
et al, 2000). Las diferencias en susceptibilidad a la apoptosis inducida por TNFa
podrian ser explicadas por la expresion diferencial de TNFRs, por la generacion
diferencial de ceramidas, por la activacion de caspasas, y/o por la expresion
diferencial de proteinas de la familia Bcl-2 (Burow et al, 1998). Por su parte, la

resistencia a los efectos citotoxicos del TNFa es causado por activacion constitutiva
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de ErbB-2/Akt/NF-kB en lineas celulares de cancer de mama (Zhou et al, 2000). Mas
aun, se ha descripto que el TNFa es mitogénico en células de cancer de mama de rata
inducido por 1-metil 1-nitrosourea (Varela et al, 2001) y en la linea celular de cancer
de mama humano T47D (Pirianov y Colston, 2001). Existen reportes que muestran
evidencias de que las mismas células tumorales son capaces de sintetizar TNFa, y que
otra fuente de la citoquina serian los macréfagos infiltrantes del tumor, poniendo de
manifiesto la importancia del TNFo en el microambiente tumoral (Balkwill y
Mantovani, 2001). Los caminos de sefializacion intracelular activados por TNFa que
conducen a la proliferacion del cancer de mama han sido parcialmente delineados,
con NF-xB jugando un importante rol (Varela et al, 2001). Sin embargo, la
participacion de TNFR1 y TNFR2, el mecanismo molecular a través del cual el TNFa
controla el crecimiento del cancer de mama y la participacion de quinasas en la

regulacion de este proceso continuia inexplorada.

Familia de receptores con actividad de tirosina quinasa tipo I: ErbB

Tal como se describid previamente en esta Introduccion, el ErbB-2 es una
molécula clave en cancer de mama y existe una amplia evidencia que sugiere que la
sefializacion a través de este receptor contribuye a la transformacioén oncogénica. La
familia de receptores tirosina quinasa tipo I (RTK-I) se compone de cuatro receptores
relacionados: ErbB-1 (EGFR/HER1), ErbB-2 (Neu/HER2), ErbB-3 y ErbB-4 (Yarden
y Sliwkowski, 2001). Como regla general, en presencia de ligandos, los receptores
forman hetero- u homodimeros que son transfosforilados por los dominios quinasa
activos de su contraparte. Las excepciones son ErbB-3, que tiene una actividad
tirosina quinasa muy baja, y ErbB-2, para quien no se conocen ligandos y se lo
considera, por lo tanto, un receptor huérfano. Se han descripto, hasta la actualidad,
una gran cantidad de ligandos de los RTK-I, que incluyen seis ligandos del EGFR, y
todas las isoformas conocidas del factor de diferenciacion
Neu/Heregulina/Neuregulina que se unen a ErbB-3 y a ErbB-4 (Tzahar et al, 1996;
Harris et al, 2003). Una vez fosforilados, estos receptores actian como sitios de
anclaje para el reclutamiento de proteinas adaptadoras o enzimas, que inician cascadas

de sefalizacion intracelular capaces de controlar multiples procesos celulares (Fig. 5).
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Fig. 5 Receptores pertenecientes a la familia de quinasas de tirosina de tipo I (RTK I) y sus
ligandos. En la figura se muestra un esquema de los receptores RTK I, donde 1, 2, 3 y 4 hacen
referencia a  ErbB-1/EGFR/HER1, ErbB-2/new/HER2, ErbB-3/HER3 y ErbB-4/HER4,
respectivamente. Se muestran los posibles homo- y heterodimeros. El ErbB-2 es, ademas, capaz de
oligomerizar entre si cuando esta sobreexpresado. En la figura se indican también los ligandos que se
hallaron unidos a los respectivos dimeros. EGF factor de crecimiento epidérmico, TGFa factor de
crecimiento transformante alfa, AR amfirregulina, BTC betacelulina, HB-EGF factor semejante al EGF
de unioén a heparina, EPR epirregulina, NRG1-4 neuregulina/heregulina 1-4 (Harris et al, 2003).

Como todos los miembros de la familia de RTK-I, el ErbB-2 es una proteina
de un solo paso de membrana. Posee 4 dominios extracelulares, que se numeran
comunmente del I al IV, siendo el dominio I el que contiene al NH,-terminal y el
dominio IV el més proximal a la membrana plasmatica (Brandt-Rauf et al, 1994b;
Brandt-Rauf et al, 1994a) (Fig. 6). A continuacion posee un dominio hidrofobico, que
lo ancla y posiciona en la membrana, y una region COOH-terminal citoplasmatica,
donde se encuentra la actividad de tirosina quinasa y también los residuos blanco de
esa actividad, como el residuo de autofosforilacion tirosina (Tyr) 1222 en humanos o
su analogo murino Tyr1272, y el residuo Tyr877 (humano) / Tyr927 (murino), que
son blanco de fosforilacion de la quinasa citoplasmatica c-Src (Fig. 6). Los receptores
de esta familia, cuando unen ligandos (lo hacen en un bolsillo que forman entre los
dominios [, IT y III), sufren un cambio conformacional que deja expuesto al dominio
II, conocido como el dominio de dimerizacion (Fig. 6) (Brennan et al, 2000).
Curiosamente, aunque la molécula de ErbB-2 no puede unir ligandos, presenta una

conformacion abierta y extendida que le permite homo- o heterodimerizar con
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cualquiera de los demas ErbB, dado que su conformacion se asemeja a la del ErbB-3
unido a un ligando (Fig. 6). Es quizas por ese motivo que el ErbB-2 es el compaiero
de dimerizacion més frecuentemente encontrado formando dimeros con cualquier otro
receptor ErbB (Graus-Porta et al, 1997). Sin embargo, de todos los dimeros posibles,
el de ErbB-2/ErbB-3 es el de mayor potencial oncogénico, debido en parte a la
capacidad tnica que posee el ErbB-3 de unir a la fosfatidilinositol 3-fosfato quinasa
(PI3-K) y activar asi a la via de la quinasa Akt (Fedi et al, 1994; Graus-Porta et al,
1997).

L NAG — ™ Fig. 6 Estructura y dominios de ErbB-2 y ErbB-3. Los

! e : o receptores RTK tipo I, poseen 4 dominios extracelulares (I
a IV), uno de transmembrana y otro intracelular donde se
encuentra la actividad de quinasa de tirosinas y los sitios
de fosforilacion. El ligando se une en un bolsillo que se
forma entre los dominios I, II y IIl. A, se muestra un
esquema que representa a ErbB-2 y ErbB-3 en ausencia y
presencia de ligandos (NRG). Cuando ErbB-3 une
" B ligandos, sufre un cambio confomacional que le permite
., exponer el dominio II de dimerizacion. ErbB-2, en
' 2 ) cambio, presenta siempre una conformaciéon permisiva
' ' : para la dimerizacion. B, se muestra que el ErbB-3 unido al
ligando NRG es capaz de heterodimerizar con ErbB-2. C,
representacion grafica del heterodimero ErbB-2/ErbB-3 +
NRG.

Ademas, en la primer parte de la porcion citoplasmatica, entre los aminoécidos
655 y 668 contiene una secuencia de localizacion nuclear (NLS) que es importante
para la localizacion de ErbB-2 en el ntcleo (Chen et al, 2005). Al respecto, en nuestro
laboratorio demostramos que cuando el ErbB-2 es activado por hormonas esteroideas,

transloca al nticleo de la célula donde actia como un co-activador transcripcional de
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la proteina transductora de la sefial y activadora de la transcripcion 3 (STAT3) en el
promotor del gen de la ciclina D1 (Beguelin et al, 2010).

Es un hecho de gran relevancia clinica que la sobreexpresion de ErbB-2 ha
sido involucrada en el desarrollo de ciertos tipos de canceres humanos. Como se
describié previamente en esta Introduccion, se ha determinado que entre el 16,8 y el
25 % de los pacientes con cancer de mama poseen amplificado el gen ERBB-2 y por
lo tanto sus tumores expresan altos niveles del receptor ErbB-2 (Frahm et al, 2007;
Slamon et al, 1987). Esos tumores tienden a ser més agresivos y existe una
correlacion negativa entre los niveles de ErbB-2 en el tumor y la sobrevida total del
paciente y el tiempo de latencia antes de la recurrencia (Slamon et al, 1987). Por ese
motivo, ErbB-2 ha sido una molécula intensamente estudiada por su potencial como
blanco terapéutico. Como consecuencia de esos estudios se han desarrollado
principalmente dos clases de terapias anti-ErbB-2 que estan actualmente disponibles
en el tratamiento clinico: anticuerpos monoclonales que se unen al dominio
extracelular del receptor (Carter et al, 1992) o, recientemente, moléculas de bajo peso
molecular inhibidoras de la actividad tirosina quinasa (Rusnak et al, 2001). Si bien las
terapias dirigidas a ErbB-2 han mostrado cierta eficacia clinica, los efectos
antitumorales obtenidos no son tan drasticos como los esperados en base a los ensayos
preclinicos (Hynes y Lane, 2005). Por ejemplo, solo el 30 % de los pacientes tratados
con el anticuerpo monoclonal dirigido al dominio IV de ErbB-2, trastuzumab
(Herceptin®), respondié al tratamiento. En el restante 70% de los pacientes, se
observan fendmenos de resistencia a los efectos antitumorales del trastuzumab, ya
sean resistencias de novo o adquiridas. Por lo tanto, en los ultimos afios se han
comenzado a describir a nivel molecular los determinantes de la resistencia (Hynes y
Lane, 2005). En ese sentido, se propone que la amplificacion de ligandos de ErbBs, la
mutacion en la fosfatasa PTEN (encargada de remover los fosfatos de la Akt y de esa
manera desactivarla), o formas constitutivamente activas de la PI3-K, son
responsables de fendmenos de resistencia a trastuzumab observados en distintos
modelos celulares (Esteva et al, 2010; O'Brien et al, 2010; Koninki et al, 2010).
Adicionalmente, la activacion de ErbB-2 por ligandos no clésicos ha sido reportada y
podria constituir otra causa de resistencia (Ritter et al, 2007). Por lo tanto, el estudio
de los mecanismos a través de los cuales ErbB-2 puede ser activado a través de

receptores y ligandos no clasicos es un promisorio campo de investigacion que

-33.



Introduccion Lic. Martin A. Rivas

proveera nuevos blancos terapéuticos y estrategias para predecir la respuesta de un
paciente al tratamiento.

Ademas de la sefializacion y activacion de los RTK-I por sus ligandos
endogenos intrinsecos, es sabido que receptores estructuralmente no relacionados
pueden comunicarse entre si en lo que se conoce como transactivacion de receptores.
Existen reportes de transactivacion de ErbB-2 por ligandos de receptores de siete
pasos transmembrana acoplados a proteina G, como el factor derivado de las células
estromales la (SDF-1a) (Cabioglu et al, 2005) involucrando la participacion de la
quinasa c-Src; por hormonas como la prolactina que actia a través de la activacion de
la quinasa Janus 2 (Jak2) (Yamauchi et al, 2000) y por citoquinas como la IL-6 (Qiu
et al, 1998). Hasta el presente, ciertos grupos han demostrado la transactivaciéon por
TNFa de solo un miembro de la familia de receptores ErbB, el EGFR (Lee et al,
2007; Argast et al, 2004; Chokki et al, 2006; Chen et al, 2004). En esos trabajos se
muestra que el TNFa induce la transactivacion de EGFR en células del epitelio
respiratorio humano, en células de musculo liso de traquea, en hepatocitos normales y
en células epiteliales mamarias a través de la activacion de metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs) las cuales son capaces de liberar ligandos de EGFR de la
membrana plasmatica (Lee et al, 2007; Chokki et al, 2006; Chen et al, 2004). Sin
embargo, no hay reportes que demuestren la capacidad del TNFa de transactivar a

ErbB-2.
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OBJETIVOS
Resultados recientemente publicados por nuestro grupo, sobre los cuales se
basa la hipotesis desarrollada en esta Tesis Doctoral, indican que el TNFa induce la
proliferacion in vitro de células del tumor de mama murino C4HD y de la linea
celular de cancer de mama humano T47D, a través de un mecanismo que requiere
activacion de las quinasas activadas por mitégeno (MAPK) p42/p44, la quinasa del
amino terminal de c-jun (JNK) y la quinasa Akt, pero no la quinasa p38 MAPK
(Rivas et al, 2008).
Por lo tanto, en el CAPITULO I de esta Tesis Doctoral se desarrollan los
siguientes objetivos:
e Estudiar la participacion de los receptores TNFR1 y TNFR2 en la activacion
de las vias de transduccion de sefiales p42/p44 MAPK, JNK y PI3-K/Akt por
TNFa en células de cancer de mama.
e Evaluar la participacion del factor de transcripcion NF-kB en los efectos
proliferativos inducidos por el TNFa en células de cancer de mama.
e Determinar la participacion de TNFR1 y TNFR2 en la activacion de NF-kB.
e Establecer un modelo in vivo de cancer de mama murino promovido por
TNFa, que pueda ser utilizado como una herramienta para evaluar una

eventual terapia dirigida contra el NF-kB.

Por otro lado, dado que la sobreexpresion de ErbB-2 ha sido correlacionada
con la activacion constitutiva de NF-xB (Zhou et al, 2000), y que este receptor
tirosina quinasa juega un rol fundamental en la proliferacion de las células C4HD
(Balana et al, 1999; Balana et al, 2001; Labriola et al, 2003), el CAPITULO 1I de
esta Tesis Doctoral se centrard en la hipotesis novedosa de que en células de cancer de
mama estaria ocurriendo alguna interaccion entre la sefializacion inducida por el
TNFa y ErbB-2. Por lo tanto, se desarrollaran los siguientes objetivos, en células de
cancer de mama que sobreexpresan ErbB-2:

e [Evaluar la posibilidad de una interaccion entre la via de sefializacion del TNFa

y el ErbB-2.

e Determinar el mecanismo a través del cual el TNFa seria capaz de inducir la

activacion de ErbB-2 en células de cancer de mama.
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e Estudiar las implicancias de la interaccion propuesta en relacion a la

activacion de NF-kB inducida por el TNFa.

e Estudiar la utilidad de una terapia anti TNFa en tumores de mama que sobre-

expresan ErbB-2.

e Evaluar el impacto de la transactivacion de ErbB-2 por TNFa sobre terapias

drigidas al ErbB-2 como trastuzumab e inhibidores farmacologicos.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

Reactivos generales del laboratorio

Las sales utilizadas en el laboratorio (NaCl, KCIl, Na,HPO4-12H,0, KH,PO,), asi
como también los solventes organicos (etanol, metanol) fueron comprados a Merck,
Mallinckrodt o a Sigma Aldrich con calidad pro-analisis certificada. La acrilamida,
EDTA, Tris y Glicina fueron adquiridos a Bio-Rad. EI acetato de
medroxiprogesterona (MPA), y el B-estradiol utilizados son de Sigma Aldrich.
Soluciéon enzimatica: tripsina (Sigma Aldrich) 2,5 mg/ml, albumina 5 mg/ml y
colagenasa tipo II (Gibco BRL, Gaitherburg, MD) 240 U/ml. Tripsina-EDTA: tripsina
2,5 mg/ml, EDTA 1 mM en PBS 1X. PBS: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO,4 10
mM, KH,PO4 1,76 mM, pH 7.,4. Formol neutro: se realizé una dilucion al 10% de p-
formaldehido (Merck) en PBS 1X.

TNFoa murino y humano recombinante y muteinas de TNFa

En todos los experimentos se utiliz6 TNFa murino (mTNFa) o humano (hTNFa)
ambos de Cell Sciences (Canton, MA, EEUU) a una concentracion de 20 ng/ml a
menos que se indique otra cosa. Las proteinas mutantes de TNFa murino (referidas en
esta Tesis como “muteinas”) fueron obtenidas mediante ingenieria genética, y son
capaces de unirse selectivamente a uno u otro TNFR (Ameloot et al, 2001). Las
mismas fueron construidas reemplazando ciertos aminodcidos de la region 50-90, que
difiere entre el mTNFa y el hTNFa (Ameloot et al, 2001). Dichas muteinas fueron
utilizadas en concentraciones de entre 2 y 200 ng/ml y los ensayos se realizaron en
DMEM + 0,1% SFBCh. Las muteinas fueron cedidas por el Dr. P. Brouckaert,
Universidad de Ghent, Bélgica. Se utilizaron las siguientes muteinas: mTNF-
D71S/Y72T/A73H/EQ9T (R1-TNF) que se une selectivamente a TNFR1, hTNF-
S71D/T72Y/H73A/T89E (R1R2-TNF) una mutante de hTNFa que tiene la capacidad
de unirse a ambos receptores murinos (Ameloot et al, 2001), y mTNF-R32Y/A145R
(R2-TNF) la cual se une solo a TNFR2 (Rivas et al, 2008).

En algunos ensayos, utilizamos heregulina 1 recombinante humana (HRG, Millipore,

Bedford, MA) a una concentracion de 20 ng/ml.
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Inhibidores farmacoldogicos

Se utilizaron los siguientes inhibidores farmacologicos: SP600125 10 o 5 uM (C4HD
o T47D, respectivamente; Calbiochem, La Jolla, CA, EEUU), PD980559 10 uM,
LY294002 2 uM y Bay 11-7082 1 o 1,5 uM (C4HD o T47D respectivamente; todos
de Sigma, Saint Louis, MO, EEUU) para bloquear las vias de sefializacion JNK,
MEK1/2, PI3-K/Akt y NF-kB respectivamente. Se utilizdé 10 pM de AGS825
(Calbiochem) para inhibir la fosforilacion de ErbB-2, 2 uM del inhibidor de la familia
de quinasas Src, 4-Amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil) pirazolo [3,4-d] pirimidina (PP2,
Calbiochem) y 10 uM del inhibidor de la familia de PKC, GF109203X (Calbiochem).
También se utilizo 10 uM del inhibidor de proteaseas de amplio espectro GM6001 y
su control negativo correspondiente (Calbiochem). Los mismos fueron agregados 60
minutos antes del agregado de TNFa, o de HRG en ciertos ensayos. Se realizaron
controles para verificar que DMSO (1:2000), utilizado como vehiculo de los
inhibidores farmacoldgicos, no modificaba la proliferacion basal ni la inducida por
TNFa. En ciertos ensayos se utilizé 0,5 uM de dasatinib (LC Laboratories, Woburn,
MA, USA), un inhibidor dual de las quinasas de tirosina BCR/ABL y Src aprobado
para su uso en pacientes con leucemia mielocitica crénica y leucemia linfoblastica
aguda cromosoma Philadelphia positivo (Steinberg, 2007). También utilizamos al
compuesto GW2974 (1 uM, Sigma Aldrich), andlogo estructural del ditosilato de
lapatinib, inhibidor dual de EGFR y ErbB-2 aprobado para su uso clinico en pacientes
con cancer de mama que sobreexpresa ErbB-2 y que es resistente a trastuzumab
(Geyer et al, 2006).

Anticuerpos bloqueantes

El etanercept (EnbrelMR, Pfizer, New York, NY, EEUU), es una proteina de fusion
entre el TNFR2 y el Fc de la IgG humana, y fue generosamente provisto por Pfizer.
Se usaron anticuerpos de conejo que bloquean al TNFR1 o TNFR2 murinos (Dentener
et al, 1994), provistos por el Dr. W. A. Buurman, Universidad de Maastricht,
Holanda.

En ciertos experimentos fueron utilizados 10 pg/ml de anticuerpo monoclonal anti
ErbB-3 de raton (Oncoprotein Ab-5, Neomarkers, Freemont, CA), o de anticuerpo
monoclonal anti ErbB-4 de ratén (Oncoprotein Ab-3, Neomarkers) o una IgG de

raton.
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El trastuzumab (Herceptin™®, Genentech BioOncology, Roche Biochemicals,
Indianapolis, IN, EEUU) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al

dominio IV del ErbB-2 y fue usado a una concentracion de 10 pg/ml.

Animales y Tumores

Los experimentos fueron realizados en ratones hembras virgenes de la cepa Balb/c,
criados en el Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) — CONICET.
Todos los experimentos con animales fueron realizados de acuerdo con los mas altos
estandares de cuidados animales, como se detalla en la guia del National Insitute of
Health (NIH) de los EEUU para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y fueron
aprobados por el comité de ética del IBYME. La linea tumoral mamaria ductal
progestageno-dependiente C4HD, generosamente cedida por la Dra. Claudia Lanari,
fue originada en ratones tratados con 40 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MPA) cada tres meses durante un afio, y ha sido mantenido por transplante serial en
animales singeneicos tratados con 40 mg MPA (Medrosterona, Laboratorios Craveri,
Buenos Aires, Argentina) de deposito en el flanco opuesto al indculo tumoral (Lanari
et al, 1986; Salatino et al, 2004; Proietti et al, 2005). El tumor C4HD expresa
receptores de progesterona (RP) y estrogenos (RE), carece de expresion de EGFR,
sobreexpresa ErbB-2, exhibe altos niveles de ErbB-3 y baja expresion de ErbB-4
(Balana et al, 2001; Labriola et al, 2003; Lanari et al, 1989).

Se utilizaron ratones nude (stock N:NIH (S)-Foxnl nu, procedentes del NIH, EEUU)
para los experimentos de xenotransplante de lineas celulares de cancer de mama
humano. Los mismos fueron criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad de La Plata, y alojados en el bioterio del IBYME cuando
los mismos tuvieron dos meses de edad. El transporte y alojamiento se realizd bajo

condiciones de asepsia.

Cultivos primarios de células epiteliales C4HD

Se realizaron cultivos primarios de células epiteliales C4HD, a partir de tumores
creciendo en ratones tratados con MPA, de acuerdo a lo descripto previamente
(Elizalde et al, 1998; Balana et al, 1999; Balana et al, 2001). Tumores C4HD fueron
extirpados asépticamente, y sometidos a una separacion mecanica con tijeras seguida
de digestion enzimatica con tripsina y colagenasa durante 45 minutos a 37°C. Luego,

las células se pusieron en suspension en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12
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sin rojo fenol (DMEM, Sigma-Aldrich) + 2% de suero fetal bovino al cual se le habia
inactivado el complemento por calentamiento (65°C 30 min, SFB, Bioser, Buenos
Aires, Argentina) y se dejaron sedimentar durante 20 min. El sobrenadante fue
descartado y las células remanentes se volvieron a poner en suspension. Este
procedimiento se repitid aproximadamente 10 veces, hasta que no se detectaron
fibroblastos en el sobrenadante (Lanari et al, 1989). Las células epiteliales fueron
cultivadas en DMEM mas 10% SFB, durante 48 h para favorecer la adhesion de
explantos de células epiteliales y luego fueron incubadas en DMEM + 2,5% SFB
deprivado de esteroides por tratamiento con carbon activado (SFBCh) + 10 nM MPA
durante otras 48-72 h. Luego de ello, se realizaron todos los experimentos descriptos.

El cultivo de células epiteliales fue de una pureza mayor al 98%.

Lineas celulares

Las células T47D, SK-BR-3 y BT-474 fueron obtenidas de la American Type Culture
Collection (ATCC). La linea celular T47D se mantuvo en DMEM + 10 % SFB. En
experimentos donde se estimulé con TNFa humano (hTNFa), las células T47D se
cultivaron en DMEM sin rojo fenol suplementado con 0,1% de SFBCh, y fueron
sometidas a los mismos tratamientos descriptos para las células C4HD. La linea
celular de cancer de mama humano SK-BR-3 fue mantenida en medio McCoy’s 5A +
10% SFB. Las células SK-BR-3 expresan EGFR y ErbB-3, sobreexpresan ErbB-2 y
tienen baja a indetectable expresion de ErbB-4 (Plowman et al, 1993). Esta linea
celular expresa ambos receptores de TNFa (resultados no mostrados). La linea celular
de carcinoma mamario BT-474, fue mantenida en medio RPMI 1640 (referido aqui
como RPMI) + 10% SFB, siguiendo las recomendaciones de la ATCC. Estas células
sobreexpresan ErbB-2, tienen muy bajos niveles de los restantes receptores con
actividad de tirosina quinasa y expresan TNFR1 y TNFR2. La linea celular JIMT-1
fue obtenida de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GMBH (Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), y es
mantenida en cultivo en DMEM + 10% SFB. Esta linea expresa ambos receptores de
TNFa (resultados no mostrados). Los tratamientos con TNFa se realizaron siempre en
células cultivadas en el medio de cultivo correspondiente con el agregado de 0,1%

SFBCh (C4HD o T47D) o de 1% SFBCh (BT-474, SK-BR-3).

_42 -



Materiales y Métodos Lic. Martin A. Rivas

Ensayos de proliferacion por incorporacion de timidina-[*H]

Las células fueron puestas en suspension mediante tratamiento con tripsina- EDTA, y
fueron sembradas en placas de 96 hoyos (P96) a una densidad de 1 - 2 x 10* células
por hoyo. Dado que las células C4HD y T47D son extremadamente sensibles a los
progestagenos, los experimentos se realizaron en DMEM + 0.1% SFBCh. En el caso
de las células BT-474 y SK-BR-3, se utilizd 1% SFBCh en el medio de cultivo
correspondiente. Siempre que se utilizaron inhibidores farmacologicos, los mismos
fueron agregados al medio de cultivo 60 min antes del agregado de TNFa o HRG.
Luego de 24 h de incubacion en presencia de los diferentes estimulos o inhibidores, se
agregd un pulso de 1 pCi de timidina-[*’H] (New England Nuclear, Dupont, Boston
MA, EEUU; actividad especifica: 20 Ci/mmol). Luego de 16 horas, las células fueron
despegadas con tripsina-EDTA y cosechadas. Los ensayos se realizaron por
octuplicado. En experimentos previos hemos demostrado que la incorporacion de
timidina-[*H] correlacionaba con el namero de células por hoyo (Rivas et al, 2008;
Dran et al, 1995). Diferencias entre control y grupos experimentales fueron analizadas

por ANoVA seguida de prueba ¢ de Tukey entre grupos.

Ensayo de Western blot

Los extractos proteicos totales de células sometidas a los distintos tratamientos
descriptos, fueron obtenidos a partir de homogenatos de células en buffer conteniendo
Tris (pH 7,4) 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 10% glicerol, 1%
Nonidet P-40, SDS 0,1%, Mg,Cl 1 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 pg/ml,
pepstatina 5 pg/ml, aprotinina 5 pg/ml, Naz;VO4 1 mM y NaF 25 mM. Los lisados
fueron centrifugados a 12.000 g durante 30 min a 4° C, y se determindé el contenido
proteico en el sobrenadante mediante el método de Bradford. Las proteinas fueron
solubilizadas en un buffer de carga (Tris-HCI 60 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%,
2p3-Mercaptoetanol 0,7 mM y azul de bromofenol 0,01%) y resueltas por peso
molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas fueron luego electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa y posteriormente fueron detectadas con los anticuerpos
correspondientes. Luego de los lavados, las membranas fueron incubadas con un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabanito (Vector Laboratories,

Burlingame, CA, EEUU). Se utiliz6 el reactivo de luminiscencia Enhanced
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Chemiluminiscence Plus (GE Healthcare, Bukinghamshire, Reino Unido) para la

deteccion de la actividad peroxidasa.

Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados durante el desarrollo de la presente Tesis:
p42/p44 MAPK (C-14), fosfo-p42/p44 MAPK (E-4), INK (N-18), fosfo-INK (G-7),
ciclina D1(72-13G), Neuw/ErbB-2 (C-18), ErbB-3 (C-17), fosfo-tirosina (PY99), p85
fosfatidilinositol 3-fosfato-quinasa (PI3-K) y Bcl-Xp (S-18), todos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EEUU); Akt y fosfo-Ser473-Akt, fosfo-IkBa
(Ser32/36), IkBa, fosfo-c-Src  (Tyr416), c-Src  (36D10), fosfo-ErbB-2
(Tyr1221/1222), fosfo-ErbB-2 (Tyr877/927), fosfo-p65 NF-kB, p65 NF-kB, TNFa y
EGFR de Cell Signaling (Beverly, MA, EEUU), B-actina (Clone ACTNOS5) de
Neomarkers (Freemont, CA, EEUU), y v-Src (ab-1) de Calbiochem. Los anticuerpos
bloqueantes del TNFR1 y del TNFR2 fueron generosamente cedidos por el Dr. Wim

Buurman, Universidad de Maastrich, Holanda (Dentener et al, 1994).

Ensayos de co-inmunoprecipitacion

La asociacion entre ErbB-2, ErbB-3 y p85 PI3-K fue estudiada mediante
experimentos de co-inmunoprecipitacion. Las mismas fueron realizadas como se
describi6 previamente (Balana et al, 1999). Quinientos pug de lisados proteicos fueron
incubados con 2 pg de un anticuerpo anti-ErbB-2 o anti-ErbB-3 durante 16 ha 4°C y
los inmunocomplejos fueron capturados adicionando proteina A-agarosa (Santa Cruz
Biotechnology) durante 2 h a 4°C en continua agitacion. La mezcla fue lavada, las
proteinas liberadas por calentamiento a 100°C en buffer de siembra, y las proteinas
fueron detectadas mediante ensayos de Western blot. Como control negativo de la

inmunoprecipitacion se utilizoé suero preinmune de conejo.

Citometria de flujo y recuento celular

Las células C4HD fueron cosechadas con buffer fosfato salino (PBS)-EDTA 1 mM y
fueron incubadas con un anticuerpo de conejo anti TNFR1 o TNFR2 murinos, lavadas
con PBS e incubadas con un anticuerpo anti conejo conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC, Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU). Para la deteccién por
citometria de flujo del ErbB-2, se utilizé el anticuerpo ErbB-2 9G-6 (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA) seguida por incubacién con un anticuerpo anti-raton
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conjugado a ficoeritrina (PE, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Las células
fueron entonces lavadas y un total de 10* células por muestra fueron analizadas
usando un citémetro FACScalibur (citometrias de TNFR) o FACSAria (citometrias de
ErbB-2; ambos, Becton Dickinson, La Jolla, CA, EEUU). La tincion basal fue
evaluada utilizando un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo al de deteccion. El
analisis de los datos se realizo con el programa Cell Quest (Becton Dickinson) o
WinMDI (J. Trotter). Para el andlisis del ciclo celular, cultivos primarios de células
C4HD fueron sometidos a los distintos tratamientos descriptos, fueron cosechadas y
fijadas en etanol 70% por 24h a 4° C. Posteriormente fueron lavadas dos veces con
PBS, seguido de digestion por ARNsa (ARNsa A 50 U/ml) y tincion con ioduro de
propidio (20pg/ml) durante 30 min a temperatura ambiente, en oscuridad. El andlisis
del ciclo celular se realizéo mediante el software Modfit LT (Beckton Dickinson).

Para los andlisis de apoptosis y recuento celular, cultivos primarios de células C4HD
o células BT-474 fueron ayunados durante 72 h en DMEM + 0,1% SFBCh y luego
sometidos a los diferentes tratamientos por 96 h. La apoptosis se investigd mediante
tincion de la superficie celular con Anexina V-FITC (Immunotech).

El recuento celular fue usado para corroborar que la incorporacion de timidina
correlaciona con la proliferacion celular. Las células viables fueron contadas con el

colorante de exclusion Azul Trypan.

Transfecciones transitorias

Las células C4HD, T47D, SK-BR-3 o BT-474 fueron transfectadas en forma
transitoria con 1 pg de un vector con el gen reportero luciferasa bajo el control de
sitios kKB del promotor HIV (generosamente provisto por el Dr. M. Bell, Mayo Clinic,
Rochester, MN, EEUU) 24 h en DMEM suplementado con SFBCh 2,5% + MPA 10
nM (C4HD), DMEM + 10% SFB (T47D), McCoy’s 5SA + 10% SFB (SK-BR-3) o
RPMI + 10% SFB (BT-474) siempre en la ausencia antibidticos. Ademas, se
utilizaron las siguientes construcciones: promotor de ciclina D1-Luc (provisto por el
Dr R. Pestell, Northwestern University Medical School, Chicago, IL), ErbB-2 salvaje
humano (Dr T. Akiyama, Gumma University, Gumma, Japon), ErtbB-2-YFP quinasa
negativo (KN-ErbB-2) (Dr A. Gertler, Protein Laboratories Rehovot, Israel)
(Eisenberg et al, 2004) y ErbB-2-Y877F (Dr O. Segatto, Centro Recerca
Sperimentale, Roma, Italia) (Segatto et al, 1990). El vector de expresion de TNFa
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murino (pS23SMTNF) y su correspondiente vector vacio (pSV2neo) fueron
adquiridos a la Coleccion Belga Cooordinada de Microorganismos (BCCM-LMBP)
(Xu et al, 1999). Se utilizaron los reactivos de transfeccion FuGENE 6 o FuGENE
HD (Roche Biochemicals, Indiana, IN, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Para corregir variaciones en la eficiencia de transfeccion se cotransfecto,
en todos los casos, con 10 ng del plasmido de expresion CMV-pRL renilla (Promega,
Madison, WN, EEUU). Como control, las células fueron transfectadas con un vector
pPGL3-luc vacio. En ciertos experimentos, en los cuales se evaluo el rol de p42/p44
MAPK, JNK, Akt o IkBa, sobre la activacion de NF-kB, se utilizaron mutantes
dominantes negativas de esas vias. Con esa intencion, las células C4HD y T47D se
co-transfectaron con 0,5 pg de pCDNA Raf 301, que bloquea la via de
Raf/MEK/p42/p44 MAPK o con 1 nug de pEBG SEK kr (que bloquea la activacion de
JNK), generosamente provistas por el Dr. O. Coso (Universidad de Buenos Aires),
junto con el vector kB-lucifersa y pRL renilla. Ademas usamos 0,5 pg de un plasmido
codificante para la dominante negativa de la subunidad de p85 de PI3-K (Ap8S5),
provista por el Dr. Y. Shimizu (Universidad de Minnessota, MN), o 0,5 pg de IkB
super-represor (ssIkB) que contiene mutaciones puntuales en las serinas 32 y 36, y por
lo tanto impide la fosforilacion y protedlisis de IkBa (cedida por el Dr. B.
Kaltschmidt, Universidad de Freiburg, Alemania). Las células fueron tratadas con
TNFa, muteinas de TNFa, o preincubadas con SP600125, PD98059, LY294002 o
Bay 11-7082 por 60 min y tratadas con TNFa durante 18 h o permanecieron sin tratar
en DMEM + 0,1% SFBCh. Las células fueron lavadas una vez con PBS y fueron
lisadas en Passive Lysis Buffer 1X (Promega) usando un ciclo de congelado y
descongelado. La presencia de las actividades luciferasa de luciérnaga y de renilla fue
analizada utilizando el sistema Dual Luciferase System (Promega) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. La actividad transcripcional fue estandarizada como el
cociente entre la actividad luciferasa por unidad de actividad luciferasa de renilla.

Para cada punto de datos, se analizaron triplicados.

ARN de interferencia

Los ARN de interferencia (siRNAs) dirigidos contra el ARNm de ErbB-2 de ratén
fueron sintetizados por Dharmacon, Inc (Lafayette, CO, EEUU). (ErbB-2siRNA#02:
antisentido, 5’GAUGUCCUCCGUAAGAAUA3’, ErbB-2siRNA#03 antisentido
5’GAUGGUGCUUACUCAUUGA3’, ErbB-2siRNA#04 antisentido
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5’GGAAUCCUAAUCAAACGA A3’). Un oligonucledtido cuya secuencia no es
alineable con blancos celulares fue usado como control negativo (Dharmacon). La
transfeccion de siRNAs y pcDNA3.1 o el vector de expresion de ErbB-2 humano y el
vector kB-luciferasa + CMV-pRL fue realizada usando el reactivo de transfeccion
DharmaFECT Duo siguiendo el protocolo usual, con 25 nM de siRNA durante 3 dias.
El tratamiento de las células y la medicion de actividad reportera se realizaron como

se describi6 previamente.

Crecimiento del tumor C4HD in vivo

Ratones hembras virgenes de la cepa Balb/c fueron inoculados subcutaneamente (s.c.)
en el flanco izquierdo con un fragmento de tumor C4HD de ~1 mm’, y fueron
inyectados s.c. cerca del sitio de implantacion del tumor con 10 ng mTNFa/dia en 50
ul de PBS, o con 50 pl PBS/dia, en ambos casos en ausencia de MPA. Los animales
fueron monitoreados cuidadosamente, y se registro semanalmente el peso corporal. El
ancho (A) y largo (L) del tumor fueron medidos con un calibre Vernier tres veces por
semana, y el volumen tumoral (mm®) se calculé como (L x A%)/2. Al dia 16, cuando
los tumores habjan alcanzado un volumen promedio de 60-70 mm?’, los animales
tratados con TNFo fueron separados al azar en cuatro grupos experimentales y
tratados como se detalla: 1) 10 ng mTNFo/dia; 2) 10 ng mTNFo/dia + 5 mg/kg Bay
11-7082 los dias 16, 19 y 21; 3) 10 ng mTNFo/dia + vehiculo los dias 16, 19 y 21; o
4) 50 ul PBS/dia. El Bay 11-7082 fue inyectado intraperitonealmente (i.p.) disuelto en
0,5% metilcelulosa (200 pl/raton). La tasa de crecimiento tumoral se calculdé como la
pendiente de las curvas de crecimiento. Al dia 26, los animales fueron sacrificados y
el tumor removido. Los tejidos destinados a estudios moleculares fueron mantenidos a
-80° C, y los que se utilizarian para analisis histopatoldgico de rutina (H&E) fueron
fijados en formol neutro 10%. También fueron sometidas a estudio histologico
muestras de higado, pulmon, bazo y rifion. Todas las muestras fueron examinadas por
un patdlogo que desconocia el tratamiento que habia recibido cada animal. Varios
cortes de cada tumor u 6rgano fueron evaluados.

En los experimentos en los que se utilizé etanercept, el tumor C4HD fue implantado
en ratones nude. Brevemente, un fragmento del tumor C4HD de ~1 mm’, proveniente
de ratones Balb/c, fue implantado en el flanco de ratones nude en presencia de un
deposito de liberacion lenta de MPA. Los animales fueron inyectados i.p. con 5 mg/kg

de etanercept disuelto en PBS estéril.
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Crecimiento del tumor JIMT-1 in vivo

Ratones hembras virgenes nude fueron inoculados subcutdneamente (s.c.) en el flanco
izquierdo con 3 x 10° células JIMT-1. Los animales fueron monitoreados
cuidadosamente, y se registr6 semanalmente el peso corporal. El ancho (A) y largo
(L) del tumor fueron medidos con un calibre Vernier tres veces por semana, y el
volumen tumoral (mm®) se calculd como (L x Az)/2. Cuando los tumores se hicieron
palpables, los animales fueron separados al azar en cuatro grupos experimentales y
tratados como se detalla: 1) IgG humana 5 mg/kg, dos veces por semana; 2)
etanercept 5 mg/kg, dos veces por semana; 3) trastuzumab 5 mg/kg, una vez por
semana ¢ IgG humana 5 mg/kg una vez por semana; o 4) etanercept 5 mg/kg dos
veces por semana + trastuzumab 5 mg/kg una vez por semana. El etanercept y el
trastuzumab fueron inyectados i.p. disueltos PBS estéril (100 pl/ratén). La tasa de

crecimiento tumoral se calculdé como la pendiente de las curvas de crecimiento.

Inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formol durante 16-20 h y luego embebidos en parafina.
Posteriormente fueron cortados en secciones de 4 um, y luego desparafinados en
xileno y alcoholes de distinta gradacion. Las tinciones fueron realizadas
manualmente, las peroxidasas endogenas fueron bloqueadas con peroxido de
hidrégeno 3% durante 5 min, y la recuperacion de antigenos se realizd en un buffer
conteniendo citrato de sodio 10 mM pH 6 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La expresion de la subunidad p65 de NF-xB y fosfo-Akt se estudiaron en
secciones consecutivas de tejido usando los anticuerpos de p65 (C22B4) y Akt (Ser
473), ambos de Cell Signaling, o un anticuerpo control de isotipo, y luego se
desarroll6 la reaccion usando el sistema de deteccion EnVision (Dako Cytomation
Corp). Los cortes fueron tratados con 3,3-diaminobencidina como cromogeno durante
I min, y se realiz6 tincion de contraste con hematoxilina. La expresion fue analizada
por un patdlogo que desconocia el tratamiento que habia recibido cada muestra.

La inmunomarcacion para ErbB-2, por su parte, se realizd siguiendo las
recomendaciones de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) 2006 (Wolff
et al, 2007). Al protocolo indicado arriba se le hicieron algunas modificaciones: para
la recuperacion antigénica, los cortes fueron llevados al horno de microondas en

presencia de una solucion de acido citrico 10 mM (alta potencia, durante un total de
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20 min). Luego se realizaron tres lavados de 1 min con agua destilada y se agregd una
solucion de metanol + H,O, 3%. Se lavo con agua destilada durante 20 min y
posteriormente con buffer Tris 1 mM (1 a 2 min). Se incubd con el anticuerpo
policlonal de conejo anti ErbB-2 humano A0485 (1:500) durante 16-18 a 4°C. Se
realizaron tres lavados con Tris de 5 min c/u. Se dejé secar y se aplico el reactivo
Envision (Dako, Carpinteria, California, EEUU) durante 30 min a temperatura
ambiente. Se realizaron tres lavados con Tris ImM de 5 min c/u y se aplicé una
solucion al 2% de diaminobencidina durante 5 min. Se realizé un lavado con agua
destilada y se realiz6 una tincién de contraste con hematoxilina. Luego el preparado
se deshidrat6 en una serie de alcoholes de graduacion creciente y se monto utilizando
el medio de montaje Vectashield (Vector, Burlingame, California, EEUU). Las
secciones fueron evaluadas por un patdlogo experimentado que desconocia el
protocolo experimental y los resultados de expresion de ErbB-2 se puntuaron
siguiendo las guias de ASCO/CAP (Wolff et al, 2007). De esta forma la puntuacion
fue de 0 cuando no se observo marcacion, 1+ si la marcacion fue débil e incompleta
de membrana plasmatica en cualquier proporcion de células tumorales, 2+ marcacion
completa de membrana plasmatica que es no uniforme o débil pero que se observa la
circunferencia celular en al menos un 10% de las células tumorales o marcacion
intensa y completa de la membrana en < 30% de las células tumorales y 3+ tincion

intensa y completa de la membrana en mas del 30% de las células tumorales.

Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Células C4HD, SK-BR-3 o BT-474 fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio y
fueron incubadas en medio DMEM + 0,1% SFBCh (C4HD) o McCoy’s 5A + 1%
SFBCh o RPMI 1640 + 1% SFBCh (BT-474) en presencia o ausencia de 20 ng/ml de
hTNFa durante 30 min. Las células fueron fijadas y permeabilizadas con metanol frio
y luego fueron bloqueadas con PBS + 1% albumina sérica bovina (BSA) a
temperatura ambiente. La proteina ErbB-2 fue localizada utilizando el anticuerpo
ErbB-2 9G-6 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) seguida por incubacién
con un anticuerpo anti-raton conjugado a rodamina (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME). En experimentos control no se detectd tincion usando el anticuerpo
secundario solamente o con el anticuerpo anti ErbB-2 preincubado con el péptido

bloqueante correspondiente. Los nucleos fueron teflidos con 4',6-diamidino-2-
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fenilindol (DAPI). Un minimo de 30-40 células fueron analizadas usando un

microscopio confocal laser Nikon C1.

Ensayo de fosforilacion in vitro con ATP no radioactivo

Las células C4HD fueron preincubadas o no con 10 uM de PP2 durante 60 min y
luego fueron tratadas o no con TNFa durante 5 min. Las células fueron lisadas en un
buffer de lisis para quinasas (20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EGTA, 1% NP-40, 2.5
mM MgCl2) y la quinasa c-Src fue inmunoprecipitada a partir de 500 pg de extractos
proteicos usando un anticuerpo anti-v-Src (Ab-1, Calbiochem). ErbB-2 fue
inmunoprecipitado a partir de 500 pg de extractos proteicos de células C4HD no
estimuladas. ErbB-2 asi inmunoprecipitado fue sometido a un ensayo de fosforilacion
in vitro con c-Src inmunoprecipitada de cada tratamiento. La reaccion fue realizada
incubando los inmunocomplejos conteniendo a c-Src con el ErbB-2
inmunoprecipitado como sustrato, en 30 pl de buffer quinasa con el agregado de 3.3
mM DTT y 100 uM de ATP durante 30 min a 30°C, como se describié previamente
(Salatino et al, 2006). Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE, los geles
transferidos a membranas de nitrocelulosa e inmunoblots realizados utilizando
anticuerpos anti Tyr877/927ErbB-2. Las membranas fueron sometidas a stripping y re
incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2. La parte inferior de la membrana fue
revelada con un anti c-Src total. Como control de especificidad, 500 pg de extractos
proteicos de células C4HD tratadas con TNFo 5 min fueron inmunoprecipitadas con
suero preinmune de raton y sometidas a los mismos protocolos de fosforilacion in

vitro.

Analisis estadistico

Las diferencias entre el control y los grupos experimentales fueron analizadas
mediante ANoVA, seguida por prueba ¢ de Tukey. El anélisis de regresion lineal se
realizd sobre curvas de crecimiento, y las pendientes fueron comparadas mediante
ANOVA para determinar la significacion estadistica. Los analisis estadisticos entre los
histogramas obtenidos por citometria de flujo fue realizada por la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. En todos los estudios, una diferencia de P<0,05 fue

considerada significativa.
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RESULTADOS

CAPITULO1

ESTUDIO DE LAS ViAS DE SENALIZACION INVOLUCRADAS EN LA
PROLIFERACION INDUCIDA POR TNFa DE CELULAS DE CANCER DE
MAMA

El TNFR1 y el TNFR2 inducen de manera diferencial la seifializacion via p42/p44
MAPK, JNK y Akt

Tal como se expuso en la introduccién, el TNFa ejerce sus efectos biologicos
a través de los receptores TNFR1 y TNFR2 (Rothe et al, 1992). Sin embargo, aiin no
ha sido explorada su participacion en los efectos proliferativos del TNFa en cancer de
mama. En nuestro laboratorio hemos demostrado que el TNFa induce el aumento de
la proliferaciéon de las células C4HD, provenientes del tumor mamario murino
dependiente de progestagenos C4HD (Rivas et al, 2008). Por ese motivo nos intereso
determinar la presencia de los receptores de TNFo mediante Western blot en extractos
proteicos de células C4HD. Se incluyeron extractos de timocitos murinos como
control positivo de la expresion de ambos receptores. La Fig. 7A muestra que las
células C4HD tienen niveles similares de TNFR1 a los observados en timocitos, en
tanto que la expresion de TNFR2 es mds baja. E1 TNFR2 revel6 dos componentes del
receptor de 70 y 60 kDa (Fig. 7A), similar a lo descripto por Sheehan et al en células
L929 (Sheehan et al, 1995).
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A WB: TNFR1 WB: TNFR2
70 kDa —»
55 kDa 60 kDa —»
Timocitos C4HD Timocitos C4HD
B 3
e 10! 102 10t 104 i T e i0? 1o
TNFR1-FITC TNFR2-FITC

Fig. 7 Expresion de TNFR1 y TNFR2 en células C4HD. A Cincuenta ng de proteinas de células
C4HD o de lisados de timocitos fueron sometidos a SDS-PAGE y la inmunodeteccion se realizé con
anticuerpos anti TNFR1 o TNFR2. B Células C4HD fueron evaluadas mediante una
inmunofluorescencia indirecta usando como anticuerpo primario un anti TNFR1 o TNFR2 y como
secundario uno conjugado a FITC. La fluorescencia fue analizada por citometria de flujo. Se muestran
histogramas representativos de la expresion de TNFR1 y TNFR2. Las areas grises definen la expresion
de TNFRs, superpuesta a los histogramas de células incubadas con un anticuerpo irrelevante (area
blanca). Los experimentos mostrados son representativos de un total de tres. WB Western blot.

Los datos del Western blot fueron confirmados mediante analisis por
citometria de flujo de la expresion en la superficie celular de ambos receptores,
utilizando anticuerpos anti TNFR1 o anti TNFR2. En la Fig. 7B, se observan niveles
similares de ambos receptores en células C4HD.

Con el objetivo de estudiar la contribucion de cada TNFR en la activacion de
las vias de transduccion de sefiales p42/p44 MAPK, JNK y Akt que participan en la
proliferacion de las células C4HD (Rivas et al, 2008), se utilizaron anticuerpos
bloqueantes de los TNFR, asi como también muteinas de TNFa murino. Las células
C4HD fueron preincubadas con los anticuerpos bloqueantes del TNFR1 o TNFR2
previo al tratamiento con TNFa. Como se muestra en la Fig. 6, el bloqueo de la unién
TNFa-TNFR1 resultd en la inhibicion de la activacion de p42/p44 MAPK, JNK y
PI13-K/Akt inducida por TNFa (Fig. 8, calle 3). De manera similar, el bloqueo de la
union de TNFa a TNFR2, result6 en la inhibicion de la capacidad de TNFa de activar

las tres vias de transduccion mencionadas (Fig. 8, calle 4). Anticuerpos irrelevantes
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del mismo isotipo (IgG de conejo) no interfirieron sobre la accion del TNFa en las

mismas condiciones experimentales.

Fig. 8 Participacion de TNFR1 y

TNFR2 en la activacion de las Fosfo-p42ipdd S EmmEs= ==
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blots de fosfo-p42/p44 MAPK, o

fosfo-JNK y fosfo-Akt,
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respectivamente. Como control de especificidad se utilizé un anticuerpo irrelevante (IgG de conejo).
Las membranas fueron sometidas a stripping y se las reveld con un anticuerpo anti MAPK, JNK o Akt
total para corregir variaciones debidas a diferencias de cargas. Los experimentos mostrados son

representativos de cuatro realizados.

Para confirmar estos resultados, usamos muteinas de mTNFa que son
moléculas de TNFa con mutaciones especificas que les confieren la capacidad de
unirse de manera selectiva al TNFR1 o al TNFR2 murinos. Tres muteinas distintas
fueron utilizadas: un mTNFa que no se une a TNFR2 murino, pero si al TNFR1 (R1-
TNF); un hTNFa que une ambos receptores murinos (R1R2-TNF); y un mTNFa que
se une especificamente a TNFR2 murino (R2-TNF). Observamos que RI-TNF y
R1R2-TNF estimularon la fosforilacion de p42/p44 MAPK, Akt y JNK a un nivel
similar al inducido por mTNFa salvaje en células C4HD (Fig. 9, calles 3 y 5 versus
calle 2). Por otro lado, el R2-TNF fue capaz de activar a p42/p44 MAPK, pero no a
JNK y Akt (Fig. 9, calle 4), en células C4HD. Ademas, se utiliz6 hTNFa como otra
herramienta para estimular especificamente al TNFR1, dado que es capaz de unirse a
TNFR1 pero no a TNFR2 murino (Rothe et al, 1992). Observamos que hTNFa
también fue capaz de inducir la activacion de las tres quinasas a un nivel similar al del

mTNFa (Fig. 9, calle 6) o al de R1-TNF (calle 3).
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Fig. 9 Participaciéon de
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control, y al hTNFa como

una herramienta para estimular especificamente al TNFRI murino. Extractos proteicos totales se
utilizaron para realizar Western blots de fosfo-p42/p44 MAPK, fosfo-JNK y fosfo-Akt. Las membranas
fueron sometidas a stripping y se las reveld con un anticuerpo anti MAPK, JNK o Akt total para
corregir variaciones debidas a diferencias de cargas. Los experimentos mostrados son representativos

de cuatro realizados.

El TNFR1 y el TNFR2 estan involucrados en la proliferacion del cancer de
mama inducida por TNFa

Luego caracterizamos la participacion de los TNFRs en la proliferacion de las
células C4HD. Para ello se utilizaron nuevamente como herramienta a los anticuerpos
bloqueantes y a las muteinas de TNFoa. La preincubacion de estas células con
concentraciones saturantes de anticuerpos de conejo neutralizantes del TNFR1 o
TNFR2 murinos, redujeron significativamente la proliferacion inducida por TNFo en
ensayos de incorporacion de timidina-[*H], sugiriendo que cada receptor juega un rol
importante per sé en la proliferacion de las células C4HD inducida por TNFa (Fig.
10). La adicién de anticuerpos de conejo del mismo isotipo, no tuvieron efecto sobre

la proliferacion inducida por el TNFa en las células C4HD.
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Fig. 10 Participaciéon de
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Luego, se utilizaron las muteinas, en concentraciones entre 2 y 200 ng/ml. La
proliferacion alcanzada en respuesta a R1-TNF fue semejante a la obtenida con TNFa
salvaje (Fig. 11), alcanzando el maximo a 20 ng/ml. Notablemente, la adicién de R2-
TNF, solo indujo un pequefio aumento de la proliferacion de las células C4HD a una
concentracion de 200 ng/ml, no pudiendo la misma ser aumentada aun en presencia de
mayores concentraciones (resultado no mostrado). Finalmente, R1R2-TNF result6 ser
la més efectiva en inducir la proliferacion, dado que 200 ng/ml fueron capaces de
aumentar en un 50% la proliferacion inducida por TNFa salvaje (Fig. 11). También se
observo que el hTNFa es capaz de inducir la proliferacion, al mismo nivel que el

mTNFa (Fig. 11).
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herramienta para estimular especificamente al TNFR1 murino. El experimento mostrado es
representativo de tres realizados. * P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs. control.

El TNFa induce la activacion transcripcional de NF-kB via TNFR1 a través de la
activacion de JNK y Akt

El factor de transcripcion NF-kB es un mediador comun de los efectos del TNFa en
diversos modelos. La activacion de NF-kB inducida por TNFa a través de la via
candnica involucra la fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion del inhibidor
citoplasmatico IxkBa. Para determinar si el factor de transcripcion NF-kB cumple
algiin rol en la proliferacion de células de cancer de mama inducida por TNFa y
estudiar el curso temporal de la fosforilacién y/o degradacion de IkBa, estimulamos
células C4HD y T47D con TNFa durante 0-180 min y realizamos ensayos de Western
blot utilizando anticuerpos contra la forma fosforilada en Ser 32/36 de IkBa, y de
IxBa total. Observamos que el TNFa indujo la fosforilacion de IkBa, alcanzando el
nivel maximo a los 10 min en células C4HD y a los 30 min en T47D (Fig. 12). La
degradacion de IkBa fue detectada a partir de los 60 min de estimulacion con TNFa
en ambos tipos celulares (Fig. 12). Ademas, como otra manera corroborar que el
TNFa activaba a NF-kB, las C4HD o T47D fueron transfectadas de manera transitoria
con una construccion reportera kB-luciferasa. El tratamiento de células C4HD vy
T47D con TNFa indujo un aumento de 3 y 4 veces en la actividad transcripcional de
NF-kB respectivamente, en relacion al control no estimulado (Fig. 13). El bloqueo de
la actividad NF-xkB mediante el uso de Bay 11-7082, inhibidor farmacologico de la
fosforilacion de IxkBa (Pierce et al, 1997), aboli6 la capacidad del TNFa de activar a
la construccion reportera, en ambos tipos celulares (Fig. 13). Como control de
especificidad del efecto, se realizd una transfeccion con un plasmido sin sitios de
unién a NF-kB (pGL3 basic) y no se observaron modificaciones por el agregado de

TNFa.

C4HD T47D
TNFa 20 ng/ml (min) 0 10 15 30 60180 0 10 15 30 60 180
Fosfo IxBa - ————— —— — — — —
IkBa TR N e T S 7 [N
B-Acting | == =— == e —— - —— ——— —
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<« Fig. 12 El TNFa induce la fosforilacion de IkBa en células de ciancer de mama. Las células
C4HD y T47D fueron tratadas entre 0 y 180 min en DMEM + 0,1% SFBCh suplemen-tado con
mTNFo o hTNFa 20 ng/ml, respectivamente. Veinticinco pg de proteinas de extractos celulares,
obtenidos como se describe en Materiales y Métodos, fueron sometidos a SDS-PAGE y revelados con
anticuerpos anti fosfo IkBa (primeros paneles), anti IkBa (segundos paneles) y P-actina (terceros
paneles), luego de sucesivos procesos de stripping. El experimento mostrado es representativo de tres
realizados.
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Fig. 13 El bloqueo de la actividad de JNK y PI-3K/Akt inhibe la actividad transcripcional de NF-
kB inducida por TNFa en células de cincer de mama: ensayos de actividad kB-luciferasa. Las
células C4HD y T47D fueron transfectadas de manera transitoria con 1 pg/hoyo de una construccion
kB-luciferasa y con 10 ng/hoyo de un vector de expresion CMV-pRL renilla como control interno. Las
células fueron pre-incubadas o no durante 60 min con PD98059 10 uM, SP600125 10 uM (C4HD) o 5
uM (T47D), LY294002 2 uM, Bay 11-7082 1 uM (C4HD) o 1,5 uM (T47D) previo al agregado de
TNFa durante 18 h. Las células fueron también transfectadas con un pGL3-luc que carece de la
insercion kB. En todos los casos, las células fueron cosechadas y homogeneizadas. Las actividades
luciferasa y renilla fueron medidas como se describe en Materiales y Métodos. El experimento
mostrado es representativo de tres realizados. * P<0,05, **P<0,01 vs. control.

Si bien estd ampliamente reportado que el TNFa activa diversas vias de
sefializacion, como PI3-K/Akt, que convergen en la activacion del factor de
transcripcion NF-kB (Ozes et al, 1999), la participacion de p42/p44 MAPK y JNK en
su regulacion transcripcional ha sido poco explorada. Por ello, estudiamos la
contribuciéon de las vias de sefializacion activadas por el TNFa en la activacion
transcripcional de NF-kB. Para determinar si p42/p44 MAPK, JNK y Akt afectan la
actividad de NF-kB inducida por TNFa, examinamos los niveles de fosforilacion de
IkBa en células C4HD y T47D pre-tratadas con los respectivos inhibidores
farmacoldgicos y luego estimuladas durante 10 o 30 min con TNFa. La inhibicion de

Akt con LY294002 y la de JNK con SP600125 previnieron efectivamente la
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fosforilacion de IkBa, mientras que la inhibicion de p42/p44 MAPK, por PD98059 o
U0126 (otro inhibidor selectivo de MEKI1/2), no afectd significativamente la
fosforilacion de IxBa en las células C4HD (Fig. 14 y no mostrado). En la linea celular
T47D, la inhibicion de la via de p42/p44 MAPK inhibi6 de manera parcial la
fosforilacion de IkBa (Fig. 14). Bay 11-7082 fue incluido para confirmar que las
concentraciones utilizadas fueron efectivas para inhibir la fosforilacion de IkBa.
También utilizando células C4HD y T47D transfectadas con la construccion kB-
luciferasa, observamos que la adicion de SP600125 o LY294002 (inhibidores de JINK
y PI3-K, respectivamente) fueron capaces de inhibir por completo la la activacion de
NF-xB inducida por TNFa. Por su parte, la inhibicion de p42/p44 MAPK por
PD98059 o U0126, inhibid parcialmente la actividad luciferasa en respuesta a TNFa
(Fig. 13).

Fig. 14 El bloqueo de la C4HD T47D

actividad de JNK y PI-

3K/Akt inhibe la Fosfo-IkBol e s et

fosforilacion de IkBa. Las

células C4HD o T47D kBo | i et e e g

fueron pre-incubadas o no

durante 60 min  con TNFa (ng/ml) . 20 20 20 20 20 - 20 20 20 20 20

PD98059 10 uM, SP600125 ~ PD98059 (uM) - - 10 o - -1 s

N D 0 S ORI - -0
“’ - - - - - - - - - -

(T47D), LY294002 2 M, S50 o o o 1 ST T

Bay 11-7082 1 uM (C4HD)

0 1,5 uM (T47D) previo al agregado de TNFa durante 10 (C4HD) o 30 min (T47D). Veinticinco pg de
proteinas de extractos celulares, obtenidos como se describe en Materiales y Métodos, fueron
sometidos a SDS-PAGE y revelados con anticuerpos anti fosfo IkBa (primeros paneles) y anti IxBa
(segundos paneles) luego de un paso de stripping. El experimento mostrado es representativo de tres
realizados.

Otro enfoque metodologico para el estudio de la participacion de p42/p44
MAPK, JNK y Akt mediante una aproximacion que no involucre la utilizacion de
inhibidores farmacoldgicos fue el empleo de mutantes dominantes negativas que
interfieren con la activacion de las vias de transduccion arriba mencionadas. Se
observo que la transfeccion de las células C4HD o T47D con Raf 301, que impide la
activacion de p42/p44 MAPK, no impidio la activacion de NF-kB inducida por TNFa
(Fig. 15). Por su parte, el bloqueo de la activacion de PI3-K/Akt y JNK con vectores
de expresion codificantes para la mutante dominante negativa de la subunidad p85 de

PI3-K (Ap85) o para la forma dominante negativa de SEK-1, respectivamente,
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suprimieron la activacion de NF-kB inducida por TNFa. Una construccion super-
represora de la quinasa IxBa (IkBss) fue incluida como control. La Fig. 16 muestra

Western blots representativos de la efectividad de estas construcciones.
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+
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Fig. 15 El bloqueo de la actividad de JNK y PI-3K/Akt inhibe la actividad transcripcional de NF-
kB inducida por TNFa en células de cancer de mama: uso de mutantes dominantes negativas en
ensayos de actividad kB-luciferasa. Las células C4HD (panel izquierdo) y T47D (panel derecho)
fueron transfectadas de manera transiente con 0,5 pg/hoyo de P6 de IkB-super-represor (IkBss, un
inhibidor de la fosforilacion de IkBa), Raf 301 o SEK kr (dominante negativo la quinasa activadora de
p42/p44 MAPK o de JNK, respectivamente), o con Ap85 (dominante negativo de la PI-3K), junto con
1 pg/hoyo de la construccion kB-luciferasa y 10 ng/hoyo de CMV-pRL renilla como control interno.
Las células se estimularon durante 18 h y luego fueron cosechadas y homogeneizadas. Las actividades
luciferasa y renilla fueron medidas como se describe en Materiales y Métodos. El experimento
mostrado es representativo de tres realizados. *P<0,001 vs. control.

Otro punto de interés fue evaluar la capacidad de cada TNFR de inducir la
activacion transcripcional de NF-kB mediante el uso de muteinas. La muteina R1-
TNF aumento 2 veces la actividad transcripcional de NF-kB y la R1R2-TNF indujo 3
veces de activacion. Por su parte, la muteina R2-TNF indujo a NF-kB pobremente

(0,5 veces de induccion, Fig. 17).

Fig. 16 Efectividad de las C4HD
mutantes dominantes fosfo-p42/p44 MAPK fosfo-Ser 473-Akt fosfo-JNK
negativas para inhibir las o e
vias de transduccion
correspondientes. Las células — | ooy | ———
C4HD fueron transfectadas de

mTNFo. = + - + - + - + - + - +

vector vacio Raf 301 vector vacio Ap85 vector vacio SEK kr
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manera transiente con 0,5 pg/hoyo de P6 de Raf 301, SEK kr o Ap85. Luego de 48 h de transfeccion
fueron ayunadas 24 h y estimuladas con mTNFa durante 5 (p42/p44 MAPK) o 15 min (JNK y Akt).
Veinticinco pg de proteinas de extractos celulares, obtenidos como se describe en Materiales y
Me¢étodos, fueron sometidos a SDS-PAGE y revelados con anticuerpos anti fosfo-p42/p44 MAPK,
fosfo-JNK o fosfo-Ser 473-Akt y con anti p42/p44 MAPK, JNK o Akt total luego de un paso de
stripping. El experimento mostrado es representativo de tres realizados.

Fig. 17 Participacion de

C4HD TNFR1 y TNFR2 en Ila
~357 . activacion de NF-kB por
g’ 3 = . TNFa en células de cancer de

% 5251 T mama. Las células C4HD
§ _‘g 24 transfectadas con la
‘_?9 g 1,5 1 construccion kB-luciferasa
Q E 1 fueron incubadas con muteinas
E 0,5 4 H de TNFa, R1-TNF, R1R2-TNF

0 (20 ng/ml) o R2-TNF (200

mTNFa (ng/ml) . 20 - . - . ng/ml), o con 20 ng/ml de
mTNFa o hTNFa durante 18 h

(
hTNFa (ng/ml) = - 20 - - -

y luego fueron cosechadas y

R1-TNF (ng/ml) - - - 20 - - .
Muteinas homogeneizadas. Las

u - - - - - - . . . .

R2-TNF (ng/mi) 200 actividades luciferasa y renilla
RIR2-TNF (ng/mi) = - - - - 20 fueron medidas como se

< >
< >

kB-luc describe en Materiales 'y
Métodos. Los resultados se presentan como n-veces de induccion de actividad luciferasa con respecto a
células control creciendo en ausencia de TNFo. Los datos mostrados son promedio + ES de cuatro
experimentos independientes. ¥*P<0,001 vs. control.

Estos resultados sugieren que el TNFa, actuando principalmente a través del
TNFRI1, induce la activacion de las vias de transduccion de senales p42/p44 MAPK,
JNK, Akt y la activacion transcripcional de NF-kB, a través de la activacion de INK y

Akt, en células de cancer de mama C4HD y T47D.

La proliferacion de células de cancer de mama y la expresion de Bcl-X|, y ciclina
D1 inducidas por TNFa son dependientes de la actividad transcripcional de NF-
KB.

NF-kB es uno de los principales mediadores de las funciones del TNFa,
llevando a la sintesis de proteinas reguladoras de la apoptosis y del ciclo celular entre
otras (Fig. 4) (Karin y Lin, 2002). En esta Tesis hemos observado que el TNFa induce
la activacion de NF-kB y nos preguntamos cudles serian los genes blanco de dicha
activaciébn y su participacion en el efecto bioldgico final. Por ese motivo,
investigamos la expresion de Bcel-Xp y ciclina D1, dos genes blanco conocidos de NF-

kB, vinculados con el efecto antiapoptético y proliferativo, mediante Western blot de
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extractos proteicos de células C4HD y T47D. En la Fig. 18, se muestra que el TNFa
provocdé el aumento en los niveles de expresion de la proteina Bel-X tanto en células
C4HD como en T47D, a las 48 h de tratamiento. También observamos que la proteina
promotora del ciclo celular ciclina D1 aument6 en células C4HD, de manera
coincidente con estudios realizados en células T47D (Rubio et al, 2006). La

preincubacion con Bay 11-7082, bloqued el aumento de ambas proteinas inducido por

TNFa (Fig. 18).

48h C4HD T47D
D A e -
Ciclina D1 —— e
B-Actina ‘
TNFo (ng/ml) = 20 - 20 = 20 - 20

Bay 11-7082 (uM) -1 1 = -« 15 15

Fig. 18 Importancia de la activaciéon de NF-kB por TNFa en el aumento de expresion de Bel-X y
ciclina D1 en células de cancer de mama. Las células C4HD y T47D fueron incubadas durante 48 h
en presencia de 20 ng/ml de mTNFa o hTNFa, respectivamente, Bay 11-7082 1 uM (C4HD) o 1,5 uM
(T47D) o pre-incubadas durante 60 min con estos inhibidores previo al agregado de TNFa. Cincuenta
ug de proteinas de homogenatos celulares fueron sometidos a SDS-PAGE y revelados con anticuerpos
anti Bel-Xp o anti ciclina D1. Las membranas fueron sometidas a stripping e hibridizadas con un
anticuerpo anti B-actina. El experimento mostrado es representativo de tres realizados.

Posteriormente investigamos la participacion de NF-kB en la proliferacion
inducida por TNFa. Para ello, células C4HD y T47D fueron tratadas con Bay 11-7082
previo al agregado de TNFa murino o humano. El efecto mitogénico del TNFa fue
evaluado mediante tincion con ioduro de propidio y andlisis del ciclo celular mediante
citometria de flujo, mostrando un aumento del porcentaje de células en fase S del
ciclo celular a las 24 (dato no mostrado) y 36 h (Fig. 19), y de las fases G2/M a las 48
h (Fig. 19) con respecto a células control, confirmando los resultados previos
utilizando incorporacion de timidina-[*’H]. Como se muestra en la Fig. 19 (cuarto
histograma), la adicion de Bay 11-7082 tuvo un efecto inhibitorio sobre la
proliferacion de las células C4HD en comparacion con las células tratadas con TNFa
(segundo histograma) reduciendo la fase S a las 36 h y la fase G,/M a las 48 h. La

presencia de Bay 11-7082 no tuvo efecto en la proliferacion celular basal y la
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distribucién en las distintas fases del ciclo (tercer vs primer histograma). Sin embargo,
cuando el cultivo se prolongo hasta las 96 h y se evalud la apoptosis mediante tincion
con Anexina V, Bayl1-7082 indujo apoptosis de las células C4HD (Fig. 20, tercer
histograma vs primer histograma). La presencia de TNFa no pudo prevenir este efecto
(Fig. 20, cuarto vs segundo histograma). También es notorio que el tratamiento con
TNFa previno la apoptosis basal de las células C4HD (Fig. 20, segundo vs primer
histograma), en linea con nuestros resultados que muestran que el TNFa induce el
aumento de expresion de la proteina antiapoptotica Bel-Xp (Fig. 18). En paralelo,
realizamos recuentos celulares para corroborar que la incorporacion de timidina-[*H]
correlaciona con el aumento en el niimero de células inducido por el TNFa en células
C4HD. En la Fig. 21 se observa que el TNFa indujo un aumento del 38,92 £ 0,01% en
el nimero de células a las 96 h de cultivo. En el mismo experimento, el tratamiento
con Bay 11-7082 + TNFa redujo el nimero de células en un 46,30 = 0,04% con

respecto a las células tratadas con TNFa.
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Fig. 19 La activacion de NF-kB es esencial para la progresion del ciclo celular de las células de
ciancer de mama estimuladas con TNFo. Las células C4HD fueron incubadas en presencia de 20
ng/ml de mTNFa, Bay 11-7082 1 uM o pre-incubadas con este inhibidor previo al agregado de TNFa.
Las células fueron tefiidas con ioduro de propidio y la distribucion de las mismas en el ciclo celular fue
analizada mediante citometria de flujo a las 36 y 48 h. Se muestran histogramas representativos de tres
experimentos realizados. Los datos mostrados son porcentajes promedio de los tres experimentos + ES.
b vs.ay e vs.dP<0,05bvs. cP<0,01.
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Fig. 20 La activacion de NF-kB es esencial para el efecto antiapoptético inducido por TNFa en
células de cancer de mama. Las células C4HD fueron incubadas en presencia de 20 ng/ml de mTNFa,
Bay 11-7082 1 uM o pre-incubadas con este inhibidor previo al agregado de TNFa. Se determino el
porcentaje de células apoptdticas en células C4HD cultivadas durante 96 h en presencia de los

tratamientos que se indican. La uniéon de Anexina V- FITC a la superficie celular fue medida por
citometria de flujo. b vs. a P<0,05, b vs. ¢ P<0,01. Se muestran porcentajes promedio de tres

experimentos realizados.

Fig. 21 La activaciéon de NF-kB es esencial para la
proliferacion inducida por TNFa en células de
cancer de mama: recuento celular. Las células
C4HD fueron incubadas en presencia de 20 ng/ml de
mTNFo, Bay 11-7082 1 uM o pre-incubadas con este
inhibidor previo al agregado de TNFa. Se realizaron
recuentos de
exclusion Azul Trypan, a las 96 h de tratamiento. El

celulares utilizando al colorante
numero de células al comienzo del experimento fue de
2 x 10° células por hoyo. El ensayo se realizd por
cuadruplicado y fue repetido tres veces con resultados

similares. *P<0,05 vs. control, *P<0,01 vs. TNFa.
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Estudios similares se realizaron mediante incorporacion de timidina-[*H] a las

48 h. El bloqueo de la actividad de NF-xkB con Bay 11-7082 inhibi6 la proliferacion

celular inducida por TNFa, y no tuvo efecto sobre la proliferacion basal de las células

C4HD y T47D (Fig. 22). En conjunto, nuestros resultados indican que la activacion de

NF-kB es un requisito en el mecanismo de induccion de la proliferacion y

supervivencia por TNFa en células de tumor de mama.
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<« Fig. 22 La activaciéon de NF-kB es esencial para la proliferacion inducida por TNFa en células
de cancer de mama: ensayos de incorporacién de timidina-[*H]. Las células C4HD o T47D fueron
incubadas en presencia de 20 ng/ml de mTNFa o hTNFa, Bay 11-7082 1 o 1,5 uM, respectivamente, o
pre-incubadas durante 60 min con este inhibidor previo al agregado de TNFa. La proliferacion se midid
a las 48 h de cultivo, estando presente un pulso de timidina-[*H] durante las ultimas 16 h. El
experimento mostrado es representativo de tres realizados. b vs. a P<0,001.

El TNFa promueve el crecimiento in vivo del tumor C4HD a través de la
activacion de NF-xB

Con el objetivo de evaluar si el TNFa era capaz de promover el crecimiento in
vivo del tumor C4HD, ratones hembras Balb/c fueron inoculadas subcutineamente
(s.c.) con un fragmento de tumor C4HD e inyectados s.c. diariamente con 10 ng de
TNFa o con PBS. Como se observa en la Fig. 23 y en la Tabla 1, el TNFa fue capaz
de inducir la toma del tumor C4HD, asi como también su crecimiento. Por otro lado,
los ratones que recibieron solo PBS, no desarrollaron el tumor (Fig. 23 y Tabla 1).
Cuando los tumores alcanzaron un volumen promedio de 60-70 mm® al dia 16, los
ratones fueron separados al azar en tres grupos experimentales: 1) los ratones
continuaron recibiendo inyecciones diarias de 10 ng de mTNFa, o 2) fueron tratados
con 10 ng/dia de mTNFa mas 5 mg/kg Bay 11-7082 los dias 16, 19 y 21; o 3) fueron
tratados con 10 ng/dia de mTNFa més vehiculo. Se utiliz6é una dosis de 5 mg/kg de
Bay 11-7082, la dosis minima efectiva hallada, dado que 1 mg/kg de Bay 11-7082 no
fue capaz de disminuir el tamafo del tumor C4HD inducido por TNFa, en un ensayo
preliminar (dato no mostrado). La curva de crecimiento tumoral en presencia de
TNFa mas el vehiculo de Bay-11-7082 resultaron indistinguibles de la obtenida con
TNFa solo (Fig. 23). La administracion de Bay 11-7082 a los animales portadores del
tumor C4HD creciendo en presencia de TNFa, resultd efectiva para disminuir la tasa
de crecimiento tumoral y el volumen tumoral en comparacion con los animales
tratados con TNFa o TNFa + vehiculo (Fig. 23 y Tabla 1). Con el objetivo de
dilucidar el comportamiento del tumor promovido por TNFa, en un grupo adicional se
interrumpi6 el tratamiento con TNFa al dia 16. Se observd una progresiva y
significante regresion del tumor, luego de la interrupcion del tratamiento (Fig. 23,
inserto). En conjunto, estos datos revelan que el TNFa permiti6 la toma del tumor
C4HD vy que su posterior crecimiento fue dependiente de TNFa, siendo NF-xB un

factor de transcripcion clave involucrado en el crecimiento tumoral.
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Fig. 23 TNFa promueve el crecimiento in vivo del tumor C4HD y puede ser inhibido a través del
bloqueo de la activacién de NF-kB. Ratones hembras de la cepa Balb/c fueron inoculados s.c. en el
flanco izquierdo con un fragmento de tumor C4HD de 1 mm’ y fueron inyectados con 10 ng
mTNFo/dia disuelto en 50 pul PBS (), o con 50 pl de PBS/dia (o) durante los primeros 16 dias. Al dia
16, los animales tratados con mTNFa fueron separados en tres grupos experimentales (n=5/grupo) y
recibieron los siguientes tratamientos: 10 ng mTNFo/dia + 5 mg/kg Bay 11-7082 los dias 16, 19 y 21
(w), 10 ng mTNFa/dia + vehiculo (200 pl metil celulosa) los dias 16, 19 y 21 (o), o 10 ng mTNFo/dia
(®). Un grupo adicional de animales tratados con TNFa que al dia 16 dejaron de recibir TNFo (A), se
muestra en el inserto. El ancho y largo del tumor fueron medidos tres veces por semana para calcular el
volumen tumoral, como se describe en Materiales y Métodos. Cada punto representa el volumen
promedio de 5 tumores mas desvio estandar. El experimento fue repetido dos veces con resultados
similares. *P<0,01 vs. TNFa.
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Tabla 1 El TNFa promueve el crecimiento del tumor C4HD de manera dependiente de NF-kB

Dia 26

Dia 16

Tratamiento
Volumen Toma Tasa de al dia 16

tumoral (mm®  tumoral  crecimiento

Tratamiento
al dia 1

Volumen Tasa de Figuras
tumoral (mm®  crecimiento  mitdticas

(media + SE) (mm®/dia) (media + SE) (mm®dia)  por HPF
PBS 0 0/10 -
20/26 107.1£16.2 °
TNFa 65.5+5.1 (76%) 43+0.6 TNFa (51.6)° 44+ 05 6 (5-8)
TNFa+ 102.5+14.1°
vehiculo (49.6) sz s B
TNFa+ Bay  51.8+11.5° 03+1 1(0-3)

Los experimentos se realizaron en ratones Balb/c como se describié bajo Materiales y Métodos. La tasa de
crecimiento entre los dias 1 y 16 fue calculada como la pendiente de la curva de crecimiento. El volumen tumoral
se estimo usando la formula (LxA%)/2, donde L es la longitud del tumor y A el ancho. Al dia 16, los animales que
desarrollaron tumores fueron tratados con TNFa, TNFa + vehiculo o TNFa + Bay 11-7082. Las tasas de

crecimiento fueron calculadas como la pendiente de las curvas de crecimiento entre los dias 16 y 26. El volumen
tumoral y el porcentaje de inhibicion del crecimiento en tumores del grupo TNFa + Bay 11-7082 fueron calculados
al dia 26 versus los grupos TNFa y TNFa + vehiculo. a vs. b P<0,02. ¢ Porcentaje de inhibiciéon con respecto al
grupo TNFa + Bay. El niumero de figuras mitéticas fue contado por campo de alto aumento (HPF, magnificacion

x400) y se expreso como la mediana y el rango obtenido por 10 HPF observados.

Los tumores fueron extirpados al dia 26 de cada protocolo experimental y sus
caracteristicas histopatologicas fueron evaluadas mediante tincion con hematoxilina y
eosina (H&E) de secciones histoldgicas. La Fig. 24 muestra secciones representativas
de tumores de los grupos experimentales TNFo y TNFoa més Bay 11-7082. Los
tumores desarrollados en ratones que recibieron TNFa mostraron caracteristicas de
carcinomas mamarios ductales, compuestos de pseudolobulos solidos de células
glandulares altamente cohesivas con poca diferenciacion tubular, separados por
escaso estroma fibrobléstico (Fig. 24). Por otro lado, aproximadamente un 40-50% de
la masa tumoral remanente de los tumores tratados con TNFa mas Bay 11-7082
mostraba necrosis, apoptosis y hialinizacion. Ademas, el analisis histologico de esos
tumores reveld un namero significativamente menor de figuras mitoticas en
comparacion con los tumores de animales tratados con TNFa (Tabla 1). El examen
histologico del higado, pulmon, rifiéon y bazo no reveld ningiin cambio patoldgico en
los animales tratados con TNFa. En el grupo tratado con Bay 11-7082, sin embargo,
se observo una moderada displasia hepatica de caracteristicas benignas. No se observo
pérdida o ganancia de peso en ningun grupo de ratones durante el curso del

experimento.
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H&E IHQ p65 NF-«xB IHQ fosfo-Ser 473-Akt

Fig. 24 Analisis histopatoldégicos e inmunohistoquimica (IHQ) de tumores C4HD promovidos por
mTNFao que recibieron tratamiento con Bay 11-7082. Secciones de tejido del tumor C4HD obtenido
luego de la administracion de mTNFa y luego sometido a los distintos tratamientos que se describen en
la Fig. 21. TNFa: carcinoma mamario ductal compuesto por pseudolobulos altamente cohesivos de
células glandulares, separados por escaso estroma vascular (H&E x100). Caracteristicas atipicas y
ciertas figuras mitdticas se indican mediante puntas de flecha a mayor aumento (inserto, H&E x400).
TNFa + Bay 11-7082: se observa necrosis del tumor, apoptosis y hialinizaciéon. En un area no necrotica
del tumor se muestra la ausencia de mitosis (inserto, H&E x400). IHQ de p65. TNFa: el tumor de
mama C4HD muestra inmunorreactividad nuclear de p65 en células tumorales. TNFa + Bay 11-7082:
se observa marcacion de p65 citoplasmatica pero no nuclear en células tumorales. IHQ de fosfo Ser
473 Akt: TNFo y TNFa + Bay 11-7082: se observa marcacion nuclear y citoplasmatica de Akt en
tumores provenientes de ambos grupos. Las secciones fueron incubadas con anticuerpos especificos o
anticuerpos irrelevantes del mismo isotipo como control (inserto), y los anticuerpos unidos fueron
visualizados mediante deteccion de inmunoperoxidasa. Los cortes fueron teflidos con hematoxilina
como coloracidon de contraste, aumento x400.

Dado que Bay 11-7082 es un inhibidor de la degradacion de IkBa y bloquea la
translocacion de NF-«kB desde el citoplasma al nticleo, razonamos que la presencia de
la proteina p65, miembro de la familia NF-kB, en el citoplasma seria un marcador de
la inhibicion ejercida por Bay 11-7082 y por lo tanto realizamos inmunohistoquimica
para determinar la localizacion de p65, en muestras de tejido tumoral. En tumores
C4HD crecidos en ratones que recibieron TNFo, observamos la presencia de
marcacion nuclear de p65 en un alto porcentaje de células tumorales. Esta proteina,
sin embargo, no fue detectable en células estromales (Fig. 24). Los tumores
provenientes de ratones tratados con TNFa mas Bay 11-7082, exhibieron marcacion
citoplasmatica de p65 (Fig. 24). Estos datos sugieren que el TNFa fue capaz de
inducir la translocacion nuclear de p65 en células tumorales, en tanto que la

administraciéon de Bay 11-7082 in vivo inhibid este efecto. Ademas exploramos el
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estado de activacion y localizacion de Akt en estas muestras de tumor. Observamos
un patrén similar de tincioén para fosfo-Ser 473-Akt, mostrando presencia nuclear y
citoplasmatica en tumores provenientes de ambos grupos, TNFa y TNFa + Bay 11-
7082. Este resultado, sugiere que la activacion de Akt no fue afectada por el
tratamiento con el inhibidor de IkBa, Bay 11-7082, reafirmando el concepto de que
Akt es una quinasa que se encuentra rio arriba en la via de activaciéon de NF-kB.

Otra manera de comprobar la efectividad de la inhibicion de NF-kB por la
administracién de Bay 11-7082 in vivo, fue mediante la evaluacion de la expresion de
IxBa por Western blot en extractos proteicos de tumores provenientes del grupo
TNFa y TNFa + Bay 11-7082. La Fig. 25, muestra que la capacidad del TNFa de
inducir activacion y degradacion de IkBa, fue inhibida por la administracion de Bay
11-7082. Finalmente, exploramos la expresion de las proteinas reguladas por NF-«xB,
Bcl-X1 y ciclina D1, en extractos de tumores crecidos con TNFa y luego tratados o no
con Bay 11-7082. Como se muestra en la Fig. 25, la administraciéon de Bay 11-7082
inhibio la expresion de Bel-Xy y ciclina D1 inducida por TNFa (Fig. 25).

1 2 3 4 1 2 3 4
— — | Fosfo IkBa A — BCI-XL
— — — | 1B o | —— Ciclina D1
B-actina o e e = [-actina
TNFa TNFo + TNFa TNFo +
Bay 11-7082 Bay 11-7082

Fig. 25 Efecto del tratamiento con Bay 11-7082 sobre la fosforilacion y degradacion de IkBa, y
sobre la expresion de Bel-xL y ciclina D1 en el tumor C4HD promovido por TNFa. Cincuenta ug
de proteinas totales de lisados tumorales fueron sometidos a SDS-PAGE y revelados usando
anticuerpos anti fosfo-IkBa y anti IkBa (panel izquierdo), o con anti Bel-x; y anti ciclina D1 (panel
derecho). Se muestran dos muestras representativas de cada grupo experimental: tumor de ratones
tratados con TNFa (calles 1 y 2) y TNFa + Bay 11-7082 (calles 3 y 4). Las membranas fueron
sometidas a un proceso de stripping y re-incubadas con anticuerpo anti B-actina. El experimento
mostrado es representativo de tres realizados.
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CAPITULO II ESTUDIO DE LA TRANSACTIVACION DE ERBB-2 POR
TNFa

La proliferacion de las células C4HD inducida por TNFa requiere de la
activacion de ErbB-2

Los resultados mostrados en esta Tesis, asi como también evidencias previas,
demuestran que el TNFa induce la proliferacion de células de cancer de mama tanto
in vitro como in vivo y que utiliza al factor de transcripcion NF-kB como un
mediador de sus efectos proliferativos (Rivas et al, 2008). En particular, las células
C4HD sobreexpresan ErbB-2, una molécula clave en la proliferacion de estas células
(Balana et al, 1999; Balana et al, 2001; Labriola et al, 2003). Por otro lado, ha sido
reportado que el TNFa es capaz de transactivar a EGFR (o ErbB-1), miembro de la
familia de RTK-I (Lee et al, 2007; Argast et al, 2004; Chokki et al, 2006; Chen et al,
2004). Sin embargo, la interaccion de TNFa con ErbB-2 no ha sido ain explorada.
Por lo tanto, hemos investigado la existencia de una interaccion entre la sefializacion
de ErbB-2 y el efecto proliferativos inducido por TNFa. Con ese proposito,
realizamos ensayos de proliferacion en presencia o ausencia del inhibidor dual de los
receptores quinasa de tirosinas EGFR/ErbB-2, la tirfostina AG825. Dado que en
trabajos previos hemos demostrado que las células C4HD no expresan EGFR (Lanari
et al, 1989; Balana et al, 1999; Balana et al, 2001), los resultados obtenidos utilizando
este inhibidor serian solamente atribuibles al bloqueo de ErbB-2. Los resultados de la
Fig. 26 muestran que la proliferacion de las células C4HD inducida por 20 ng/ml de
TNFa fue inhibida por la adicion de AGS825. La proliferacion inducida por HRG,
ligando natural de ErbB-3 y ErbB-4 que heterodimerizan con ErbB-2, fue
completamente suprimida por 100 uM de AGS825 (Fig. 26), siendo esta concentracion
efectiva para inhibir la fosforilacion de ErbB-2 inducida por HRG (Fig. 26, panel

derecho).
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Fig. 26 El inhibidor del receptor tirosina quinasa ErbB-2, AGS82S5, inhibe la proliferacion de
células de cincer de mama C4HD inducida por TNFe. Cultivos primarios de células epiteliales
C4HD fueron pre-tratados durante 60 min con 100 puM AG825 o con 1:2000 de DMSO vy fueron luego
tratados o no con 20 ng/ml de mTNFa o con 20 ng/ml de heregulina (HRG) durante 48 h, en presencia
de un pulso de timidina-[*H] durante las tltimas 16 h (panel izquierdo). Los resultados presentados son
promedio £ ES de octuplicados. El experimento mostrado es representativo de un total de cuatro.
*P<0.05, ** P< 0.001 vs. control. Las células C4HD fueron pre-tratadas durante 60 min con 100 uM
AG825 o con 1:2000 de DMSO vy fueron luego tratadas o no con 20 ng/ml de HRG durante 5 min.
Cincuenta pg de proteinas de extractos celulares totales fueron sometidas a SDS-PAGE e inmunoblot
con un anticuerpo anti fosfo ErbB-2 Tyr1222/1272 (panel derecho). Las membranas fueron sometidas
a stripping y re-incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2. Se muestra un experimento representativo de
un total de tres.

Fig. 27 El TNFo induce la C4HD
fosforilacion en tirosinas de ErbB-
2 en células de cincer de mama 0 2 5 10 1530 60 5 mMTNFa, min
C4HD. Las células C4HD fueron e &

tratadas con 20 ng/ml de mTNFa fosfo-Tyr

durante los tiempos que se indican, y o

ErbB-2 fue inmunoprecipitado a _ ErbB-2
partir de 500 upg de extractos

proteicos. Como  control, los .1 1.6 16 15 15 08 09 —

f:xtractos N fueron también IP: ErbB-2 SNC
inmunoprecipitados ~ con  suero

preinmune de conejo (SNC). Los inmunocomplejos fueron sometidos a SDS-PAGE y analizados
mediante Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-fosfo-Tyr (primer panel). Las membranas
fueron sometidas a stripping y re-incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2 (segundo panel). Las
bandas fueron cuantificadas utilizando /mage J y se muestra el resultado obtenido dividiendo los
niveles de p-Tyr sobre ErbB-2 total. Se muestra un experimento representativo de un total de tres. IP

Inmunoprecipitacion.

Dado que la proliferacion inducida por TNFa resultd ser dependiente de la
actividad tirosina quinasa de ErbB-2, nos propusimos examinar si la presencia de
TNFa afectaba los niveles de fosforilacion de ErbB-2, un marcador ampliamente
utilizado de activacion de este receptor. Extractos proteicos totales de células C4HD

tratadas entre 0 y 60 minutos con TNFa fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo
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anti ErbB-2 y se determind el contenido de tirosinas fosforiladas mediante Western
blot. La Fig. 27 muestra que la fosforilacion en tirosinas totales de ErbB-2 aumento
entre los 2 y 15 minutos de tratamiento. Para caracterizar esta activacion, realizamos
Western blots utilizando anticuerpos especificamente dirigidos contra uno de los
principales sitios de autofosforilacion de la porcion C-terminal de ErbB-2, la tirosina
(Tyr) 1272, sitio anéalogo al humano Tyr1221/1222. La fosforilacion en este residuo
fue sustancialmente mdas alta en células C4HD tratadas con TNFa y alcanz6 su
maximo a los 5 minutos de tratamiento (Fig. 28). La adicion de AG825 bloqueo la
fosforilacion inducida por TNFa en Tyr1272 de manera dosis dependiente (Fig. 28).
Para extender estos resultados a otros modelos experimentales, utilizamos a las lineas
celulares de cancer de mama humano SK-BR-3 y BT-474 que son ampliamente
utilizadas como modelo para estudiar la sobreexpresion de ErbB-2 y que expresan,
ademads, ambos receptores de TNFa: TNFR1 y TNFR2 (resultados no mostrados).
Observamos que el TNFa indujo un aumento de la proliferacion medida por
incorporacion de timidina-[*H] a las 48 h de cultivo en ambas lineas celulares y que,
de manera similar a lo observado para las C4HD, la presencia de AGS825 inhibio
dicho efecto proliferativo (Fig. 29). En estos dos modelos humanos, el TNFa también
indujo un aumento en la fosforilacion del residuo Tyr1221/1222 a partir de los 2
minutos de tratamiento, alcanzando un pico a los 15-30 minutos de estimulacion (Fig.
30) que fue bloqueado por la adicion de AGS825. Por lo tanto, demostramos por
primera vez que el TNFa es capaz de transactivar a ErbB-2 en células de cancer de

mama murino y humano.

Fig. 28 El TNFa induce la C4HD
fosforilacion de ErbB-2 en
el residuo Tyr-1272 en 0 2 5 10 15 30 60 mTNFa, min

células de cancer de mama

C4HD. Las células CAHD %% S e s o w1 fosfo-Tyr-1272-ErbB-2

fueron tratadas con 20 ng/ml
de mTNFa durante los |[MREURURSSSEESS S S8 M ErbB-2

tiempos que se indican, y 4 33 37 15 1.0 1.0 0.9
cincuenta pg de proteinas de
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fueron sometidas a SDS-

PAGE e inmunoblot con un — e — - - " ] ErbB-2
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Tyr1222/1272. Las -+ - - - + + + mINFa
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a stripping y re-incubadas
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con un anticuerpo anti ErbB-2. Las células fueron pre-incubadas con 50, 80 o 100 uM de AGS825
durante 60 minutos y luego estimuladas con TNFa, y se realizé Western blot con un anticuerpo anti
fosfo-ErbB-2 Tyr1222/1272 como se indica. Las bandas fueron cuantificadas utilizando Image J y se
muestra el resultado obtenido dividiendo los niveles de p-Tyr-1272-ErbB-2 sobre ErbB-2 total. Se
muestra un experimento representativo de un total de cinco con resultados similares.

=~ SK-BR-3 BT-474
© 250 - . 45 -
S X .
: E
0 & 30 -
.g g
3 ? 125 4
o+ 15 |
©
9 c
O .=
£3T
1S 04— [ 0-
* hTNFa - - -+ - -+ -
HRG - - + - - + - - + - - +
AG825 - - - + + + - - - + + +

Fig. 29 El TNFo requiere de la fosforilacion de ErbB-2 para inducir la proliferacion de lineas
celulares de cancer de mama humanas. Las células SKBR-3 y BT-474 fueron pre-tratadas durante 60
min con 100 uM AG825 o con 1:2000 de DMSO y fueron luego tratados o no con 20 ng/ml de mTNFa
o con 20 ng/ml de heregulina (HRG) durante 48 h, en presencia de un pulso de timidina-[*H] durante
las ultimas 16 h. Los resultados presentados son promedio = ES de octuplicados. El experimento
mostrado es representativo de un total de tres. *P<0.05, ** P<0.001 vs. control.

SK-BR-3 BT-474
- - - - - - + + AG825 - - - - - - + + AG825
0 2 5101530 0 10 hTNFa, min 0 2 5101530 0 10 hTNFa, min
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Fig. 30 El TNFa induce la fosforilacion de ErbB-2 en el residuo Tyr-1222 en lineas celulares de
cancer de mama humanas. Las células SKBR-3 y BT-474 fueron pre-tratadas durante 60 min con 100
uM AGS825 y luego fueron tratadas o no con hTNFa durante los tiempos que se indican. Cincuenta pg
de proteinas de extractos celulares totales fueron sometidas a SDS-PAGE e inmunoblot con un
anticuerpo anti fosfo ErbB-2 Tyrl1222/1272 (primer panel). Las membranas fueron sometidas a
stripping 'y re-incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2 (segundo panel). Las bandas fueron
cuantificadas utilizando Image J y se muestra el resultado obtenido dividiendo los niveles de p-Tyr-
1222-ErbB-2 sobre ErbB-2 total. Se muestra un experimento representativo de un total de tres con
resultados similares.

Otro de los efectos caracteristicos de la activacion de ErbB-2 por los ligandos
de su familia es la internalizaciéon del receptor. Por lo tanto, examinamos la

localizacion subcelular de ErbB-2 en los tres modelos antes mencionados. Mediante
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inmunofluorescencia y analisis por microscopia confocal demostramos que en células
no estimuladas, el ErbB-2 se encuentra localizado principalmente en la membrana
plasmatica. El tratamiento con TNFa durante 30 min indujo un gran aumento en la
localizacién citoplasmatica de ErbB-2 (Fig. 31). Otra evidencia de la internalizacion
del ErbB-2 fue obtenida mediante marcacion de las células con un anticuerpo
primario anti ErbB-2 y un secundario conjugado a ficoeritrina y posterior analisis por
citometria de flujo. La expresion de ErbB-2 en la membrana plasmatica fue
significativamente disminuida por el tratamiento con TNFa durante 30 minutos en
células de cancer de mama que sobreexpresa ErbB-2 (Fig. 32). Por otro lado,
confirmamos que esta disminucion no se debid a procesos de degradacion del ErbB-2,
dado que en ensayos de Western blot sobre extractos proteicos totales, los niveles de
ErbB-2 fueron similares en ausencia o presencia de TNFa. Estos resultados en su
conjunto sugieren que el TNFa es capaz de activar a ErbB-2 induciendo su

fosforilacion e internalizacion al citoplasma de las células de cancer de mama.

C4HD SK-BR-3 BT-474

ErbB-2 DAPI ErbB-2 DAPI ErbB-2 DAPI

Fig. 31 El TNFa induce la internalizacion de ErbB-2 en células de cancer de mama. Localizacion
de ErbB-2 por inmunofluorescencia y microscopia confocal en células tratadas con TNFa. Cultivos
primarios de células C4HD o las lineas celulares de cancer de mama humano SKBR-3 y BT-474 fueron

Control

Control

mTNFa 30 min
hTNFa 30 min

crecidas en cubreobjetos estériles y ayunadas durante 24 h. Las células fueron tratadas con TNFa y
fijadas con metanol a los 30 min de tratamiento. Cada imagen es representativa de al menos 10
obtenidas (barras de escala: 10 pm). En experimentos control no se detectd tincion realizando la
incubacion con el anticuerpo secundario inicamente o con el anticuerpo anti ErbB-2 pre-incubado con
el péptido bloqueante especifico. Los nicleos fueron tefiidos con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

641 SK-BR-3 64 BT-474

— Control de isotipo

321 — Control
— hTNFa 30 min
0
10° 10" 102 10° 10" 102
ErbB-2-PE ErbB-2-PE
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<« Fig. 32 Expresion de ErbB-2 mediante citometria de flujo en células BT-474 y SK-BR-3
tratadas con TNFa. La expresion de ErbB-2 fue revelada mediante incubacion con un anticuerpo anti-
ErbB-2 seguida por un anticuerpo secundario conjugado con ficoeritrina (PE; ErbB-2-PE). Se muestran
histogramas representativos de la expresion de ErbB-2 en células tratadas o no con hTNFa durante 30
min. La diferencia de intensidad de fluorescencia media de células SK-BR-3 control y tratadas con
hTNFa fue de 4,4 y 2,9, respectivamente (P<0,01) y la de las células BT-474 control y tratadas con
hTNFa fue de 22,2 y 10,0, respectivamente (P<0,001). Se utiliz6 la prueba estadistica de
Kolmorgorov-Smirnov.

Los resultados mostrando que el TNFa es capaz de inducir la fosforilacion y
translocacion al citoplasma de ErbB-2, nos condujeron a investigar el mecanismo de
transactivacion de ErbB-2 inducido por TNFa. En ese sentido, basandonos en la
bibliografia existente, planteamos dos mecanismos posibles de activacion de ErbB-2
por TNFa que podrian estar ocurriendo de manera alternativa o incluso en simultaneo.
Una de las opciones puestas a prueba fue que el TNFa estuviera liberando ligandos de
los receptores con actividad de tirosina quinasa tipo I. Es conocido el hecho de que el
TNFa puede inducir transactivacion de EGFR, a través de la liberacion de ligandos de
EGFR de la membrana celular en lineas celulares de células epiteliales del epitelio
respiratorio humano y también en células epiteliales mamarias humanas (Lee et al,
2007; Chokki et al, 2006; Chen et al, 2004). Por otro lado, las heregulinas son
ligandos naturales de ErbB-3 y ErbB-4 que se producen como proformas unidas a la
membrana y cuyos ectodominios actian como hormonas una vez que son clivados por
metaloproteasas (MMPs) (Falls, 2003). Por lo tanto, investigamos si el TNFa activa a
ErbB-2 de manera ligando dependiente o independiente de ErbBs. Para ello,
realizamos ensayos de proliferacion con las células C4HD, en los cuales pre-
incubamos a las células con anticuerpos bloqueantes de ErbB-3 y ErbB-4 previo al
tratamiento con TNFa. El crecimiento inducido por TNFa no fue modificado por la
presencia de anticuerpos anti ErbB-3 ni anti ErbB-4 (Fig. 33). Sin embargo, de
acuerdo con lo reportado previamente, los anticuerpos anti ErbB-3 y anti ErbB-4
inhibieron la proliferacion inducida por HRG en células C4HD (Labriola et al, 2003).
Para descartar que el TNFa estuviera induciendo la liberacion de ligandos exploramos
el efecto de un inhibidor de MMPs de amplio espectro, el GM6001, sobre la
fosforilacion de ErbB-2. El tratamiento de células C4HD o SK-BR-3 con 10 uM de
GM6001 no modificod la fosforilaciéon de ErbB-2 inducida por TNFa en ninguno de

estos tipos celulares (Fig. 34). Estos resultados sugieren fuertemente que la activacion
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de ErbB-2 inducida por TNFa no se produciria a través de la liberacion de ligandos de

los receptores con actividad de tirosina quinasa en células de cancer de mama.

C4HD
104 Fig. 33 Participacion de ErbB-3 y ErbB-4 en 1la
e . T . proliferacion inducida por TNFo en células C4HD. Las
§§ 7.54 c¢lulas C4HD fueron pre-incubadas durante 60 min con los
%& 50 anticuerpos monoclonales anti ErbB-3 o anti ErbB-4 (10
® — 04
ST pg/ml) o con una IgG de ratéon como control y luego fueron
S8 ,5] tratadas o no con mTNFa por 48 h, en presencia de un pulso
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_:E de timidina-[’H] durante las ultimas 16 h. Los resultados
=0 T 1 presentados son promedio = ES de octuplicados. El
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Fig. 34 La fosforilacion de C4HD SK-BR-3
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(control negativo, GM6001 CN). La fosforilacion de ErbB-2 fue determinada en los extractos celulares

utilizando un anticuerpo anti fosfo-Tyr1222/1272-ErbB-2 (paneles superiores) y luego sometidas a
stripping y re-incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2 (paneles inferiores).

La quinasa c-Src es mediadora de la fosforilacion de ErbB-2 inducida por TNFa
La otra opcion considerada fue que el TNFa estuviera activando a ErbB-2 de
manera ligando independiente y que la activacion de ErbB-2 estuviera ocurriendo
mediante la fosforilacion directa por quinasas intracelulares. En este sentido,
recientemente se ha demostrado que la fosforilacion de ErbB-2 en el residuo tirosina
877 (tirosina 927 en raton), ubicada en el /oop de activacion del dominio quinasa es
importante para la actividad quinasa intrinseca (Xu et al, 2007). Curiosamente,
observamos que el TNFa indujo un aumento en la fosforilacion de ErbB-2 en
Tyr877/927 en células SK-BR-3, BT-474 y C4HD (Fig. 35). También ha sido
reportado que la tirosina quinasa c-Src fosforila directamente a ErbB-2 en el residuo
Tyr877 (Ishizawar et al, 2007). En vista de que el TNFa aument6 la fosforilacion en

Tyr877/927, nosotros hipotetizamos que la quinasa c-Src podria estar involucrada en
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este efecto. Por lo tanto, estudiamos la activacion de c-Src y obsevamos que el TNFa
indujo la fosforilacion de c-Src en el residuo tirosina 416 en células C4HD, entre los 2
y 5 minutos de estimulacion (Fig. 36). El pre-tratamiento de células C4HD, BT-474 y
SK-BR-3 con PP2, un inhibidor de la familia de quinasas c-Src, o con Dasatinib, un
inhibidor de la familia de quinasas Src que se usa en la clinica médica, disminuyo
drasticamente la fosforilaciéon de ErbB-2 en tirosina 927/877 inducida por TNFa (Fig.
36).

C4HD SK-BR-3 BT-474

0 2 510153060 0 2 5 10 15 30 0 2 5 10 15 30 TNFa, min

R — _ fosfo-Tyr-877/927-ErbB-2

- . O e — e g A e ErpB-2
1 12 27 08 1.0 1.0 1.1 1 13 16 17 20 16 1 19 27 28 36 33

Fig. 35 El TNFa induce la fosforilacion de ErbB-2 en el residuo Tyr-877/927 en células de cancer
de mama murinas y humanas. Las células C4HD, SKBR-3 y BT-474 fueron tratadas o no con
hTNFa durante los tiempos que se indican. Cincuenta pg de proteinas de extractos celulares totales
fueron sometidas a SDS-PAGE e inmunoblot con un anticuerpo anti fosfo ErbB-2 Tyr877/927 (paneles
superiores). Las membranas fueron sometidas a stripping y re-incubadas con un anticuerpo anti ErbB-2
(segundo panel). Las bandas fueron cuantificadas utilizando /mage J y se muestra el resultado obtenido
dividiendo los niveles de p-Tyr-877/927-ErbB-2 sobre ErbB-2 total. Se muestra un experimento
representativo de un total de cuatro con resultados similares.

C4HD SK-BR-3 BT-474 BT-474

0 2 5 0 5 mTNFa,min -+ -+ - + - + hNFa - 4+ - + hTNFa
- - -+ 4 PP2 - -+ o+ - - + + PP2 - - + + Dasatinib

——— —— fosfo-Tyr-416-Src R _ fosfo-Tyr-877-ErbB-2 —— fosfo-Tyr-877-ErbB-2
- SIC HEen |ErbB-2

1 14 14 10 09 — == e = ErbB-2 1 17 03 03

ow o ww  fosfo-Tyr-927-ErbB-2 1 14 04 04 1 20 04 04 - fosfo-Tyr-416-Src
SR -2 s

1 19 14 04 05 1 24 05 06

Fig. 36 El TNFa induce la fosforilacion de ErbB-2 en el residuo Tyr877/927 a través de la
activacion de c-Src. Las células C4HD y SK-BR-3 fueron pre-incubadas con 10 pM de PP2 durante
60 min y las células BT-474 con 10 uM de PP2 o con 0,5 uM de dasatinib, y luego tratadas o no con
TNFa. La actividad de la quinasa c-Src fue determinada en homogenatos proteicos totales mediante
Western blot utilizando un anticuerpo que reconoce a c-Src fosforilada en el residuo Tyr416. La c-Src
total fue revelada como control. La fosforilacion de ErbB-2 en el residuo Tyr877/927 fue determinada
como se indica en la Fig. 35. Estos experimentos fueron repetidos cuatro veces con resultados
similares.

Para determinar si la quinasa c-Src activada por TNFa era capaz de fosforilar a
ErbB-2 en el residuo Tyr877 in vitro, realizamos un ensayo de fosforilacion con ATP
no radioactivo. La quinasa c-Src fue inmunoprecipitada de células C4HD tratadas o
no con TNFa 5 min, y de células C4HD en las cuales la activacion de c-Src habia sido

bloqueada por PP2. Por otro lado inmunoprecipitamos ErbB-2 a partir de extractos de
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c€lulas no estimuladas y la utilizamos como una fuente de ErbB-2 no fosforilado en
este ensayo. Como se muestra en la Fig. 37, la quinasa c-Src activada por TNFa fue
capaz de fosforilar a ErbB-2 en el residuo Tyr877. Ni la quinasa inactiva, ni la
inactivada por PP2 indujeron la fosforilaciéon de ErbB-2 (Fig. 37). Ademads, es
conocido que el TNFa es capaz de inducir la fosforilacion de c-Src a través de la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) (Huang et al, 2003b). La presencia de 10
uM de GF109203X, inhibidor de PKC, aboli¢ efectivamente la fosforilacion de c-Src
inducida por TNFa y la subsiguiente fosforilacion del residuo Tyr927 de ErbB-2 (Fig.
38). Estos resultados sugieren fuertemente que el TNFa induce la fosforilacién de
ErbB-2 en el residuo Tyr877/927 y que c-Src es la quinasa involucrada en ese efecto.
Por lo tanto, razonamos que la inhibicioén de c-Src, al conducir la activacién de ErbB-
2, deberia disminuir la proliferacion inducida por TNFa. En ensayos de proliferacion
observamos que dasatinib inhibié completamente el aumento de la incorporacion de
timidina-["H] inducido por TNFa (Fig. 39), demostrando que la quinasa c-Src es

mediadora de los efectos proliferativos del TNFa en células de cancer de mama.

Fig. 37 La quinasa c-Src activada por C4HD

TNFa fosforila a ErbB-2 en el residuo
Tyr 877/927 en células de cancer de + + + + |P ErbB2 Control

mama. Se realizd un ensayo de - + - - IP Src Control

- - + - IPSrcmTNFa
c-Src fue inmunoprecipitada a partir de
+
células células C4HD pre-incubadas o no IP Src mTNF o + PP2

- - - +
con PP2 y luego estimuladas con TNFa - . l . fosfo-Tyr-927-ErbB-2
durante 5 min. ErbB-2 .
inmunoprecipitado a partir de células ‘ 1 4 F ErbB-2
C4HD no estimuladas fue utilizado como . E LT
sustrato en este ensayo. El ensayo se :

s . . . | ——
realizd como se indica en Materiales y '- -. Src

M¢étodos. Como control de especificidad,

fosforilacion in vitro en el cual la quinasa

500 pg de proteinas de células C4HD estimuladas con TNFa durante 5 min fueron inmunoprecipitadas
con 2 pg de suero normal de raton, y sometidas al mismo protocolo de fosforilacion in vitro. Los
Western blots de c-Src, fosfo-Tyr 927-ErbB-2 y ErbB-2 fueron realizados como se describe en las Fig.
35 y 36. Este experimento fue repetido dos veces con resultados similares. IP: inmunoprecipitacion.

C4HD Fig. 38 Participacion de PKC en la activacion de c-Src inducida por

] + N : 2::‘590;52; %m:LM TNFa. Las células C4HD .fueron .pre-incubadas con 10 pM de
B fosfo-Tyr-416-Src GF109203X durante 60 min previo al agregado de TNFo. La
fosforilacion de ErbB-2 en el residuo Tyr927 y la de c-Src se determind

como se describe en las Fig. 35 y 36. Las bandas fueron cuantificadas
1241904 utilizando Image J y se muestra el resultado obtenido dividiendo los
Py ety s Tyro2TEmE2 niveles de p-Tyr-877/927-ErbB-2 sobre ErbB-2 total. Se muestra un

ErbB-2 experimento representativo de un total de tres con resultados similares.
1 501413

Src
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BT-474
250
Fig. 39 Participacién de la quinasa c-Src en la proliferacion wgm *
x
inducida por TNFa en células de cincer de mama humano. Las 2 s
. - Q
células BT-474 fueron pre-incubadas con 0,5 pM de dasatinib durante ge ™
60 min previo al agregado de 20 ng/ml de hTNFa durante 48 h, en g-“’:j' 100 .
presencia de un pulso de timidina-[’H] durante las ultimas 16 h. El 235 :
. . . E 50
experimento mostrado es representativo de tres realizados (*P<0,01 =
vs. control). 0
hTNFa. 20 ng/ml s
Dasatinib 0,5uM - - v

TNFa induce la fosforilacion de ErbB-3, su dimerizacion con ErbB-2 y el
reclutamiento de PI13-K a ErbB-3.

En los ultimos afios se ha establecido que el heterodimero ErbB-2 y ErbB-3
funcionan como una unidad oncogénica (Holbro et al, 2003) y que c-Src regula
positivamente la formacion, activacion y posterior sefalizacion de heterocomplejos
inducidos por ligandos de RTK-I (Ishizawar et al, 2007). Con el objetivo de
caracterizar mas exhaustivamente la transactivacion de ErbB-2 por TNFa,
monitoreamos los niveles de fosforilacion de ErbB-3 y EGFR, la heterodimerizacion
de ErbB-2 con ErbB-3 y la asociacion de la subunidad p85 de la PI3-K con ErbB-3
como intermediario de la activacion de Akt. Evaluamos la fosforilacion en tirosina de
ErbB-3 en células C4HD y SK-BR-3, y la de EGFR en células SK-BR-3. Para ello,
ErbB-3 fue inmunoprecipitado utilizando un anticuerpo especifico y el contenido de
tirosinas fosforiladas totales fue detectado mediante Western blot. E1 TNFa causé un
aumento en la fosforilacion de ErbB-3 en ambos tipos celulares, pero no afectd
sustancialmente la fosforilacion en tirosina de EGFR en células SK-BR-3 (Fig. 40). El
silenciamiento de la proteina ErbB-2 mediante siRNA, inhibi6o la fosforilacion de
ErbB-3 inducida por TNFa (Fig. 40). Mediante co-inmunoprecipitaciones en células
C4HD, mostramos que el TNFa indujo la heterodimerizacion de ErbB-2 con ErbB-3,
la cual fue reducida en presencia de PP2 (Fig. 41). El experimento reverso en el cual
se muestra la presencia de ErbB-2 en inmunoprecipitados de ErbB-3 se muestra en la
Fig. 41 con resultados similares. La asociacion de ErbB-3/ErbB-2 inducida por HRG
se muestra como control. ErbB-3 es el Unico integrante de la familia ErbB con la
capacidad de unir a la subunidad p85 de PI3-K y activar a Akt. Nuestros resultados
muestran que el TNFa indujo la asociacion de p85 a ErbB-3 a los 10 minutos de

estimulacion, similar a lo observado por tratamiento con HRG (Fig. 41).
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C4HD SK-BR-3
+ + - - siRNAControl 415 19 0 10 10 10 0 5 10 hTNFa, min
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Fig. 40 El TNFa induce la fosforilacion de ErbB-3 de manera dependiente de ErbB-2. Las células
C4HD y SK-BR-3 fueron incubadas con TNFa durante los tiempos que se indican y se realizd la
inmunoprecipitacion de ErbB-3 o de EGFR. Los inmunoprecipitados fueron revelados con un
anticuerpo anti fosfotirosina (paneles superiores) y las membranas fueron sometidas a stripping y re-
incubadas con un anticuerpo anti ErbB-3 o EGFR. Las células C4HD fueron también transfectadas con
25 nM de siRNA contra ErbB-2 para silenciar la expresion de ErbB-2 o siRNA control previo al
tratamiento con TNFa. SNR suero normal de raton, T extractos celulares totales, IP
inmunoprecipitacion. Los experimentos mostrados son representativos de tres realizados.

C4HD

+ + - + + mMTNFa 20 ng/ml + + - + - mTNFa 20 ng/ml
- - - - + PP2 - - - - + HRG
BN RS

> . ErbB-3

8 ErbB-2
Y p85 PI3-K
S IP:ErbB-2 —

o
S~ 1P ErbB-3

Fig. 41 El TNFa induce la heterodimerizacion de ErbB-2 con ErbB-3 y el reclutamiento de PI13-K
a ErbB-3. La asociacion de ErbB-2 con ErbB-3 fue analizada mediante inmunoprecipitacion en células
C4HD incubadas con TNFa durante 10 min. Las células C4HD fueron pre-incubadas con PP2 durante
60 min previo al agregado de TNFa. ErbB-3 fue analizado mediante Western blot y la membrana fue
sometida a stripping y revelada con un anticuerpo anti ErbB-2 para verificar que cantidades similares
de esa proteina habian sido cargadas en el gel. La inmunoprecipitacion reversa, usando anticuerpos anti
ErbB-3, fue también realizada. Las células fueron incubadas con TNFa o con HRG durante 10 min. El
ErbB-2 fue analizado mediante Western blot y la membrana fue sometida a stripping y revelada con un
anticuerpo anti ErbB-3 para verificar que cantidades similares de esa proteina habian sido cargadas en
el gel. La parte inferior de la membrana se reveld con un anticuerpo que reconoce la subunidad p85 de
la PI3-K. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos realizados. SNC suero
normal de conejo, T extractos celulares totales, IP inmunoprecipitacion. Los experimentos mostrados
son representativos de tres realizados.
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El bloqueo de la fosforilacion de ErbB-2 inhibe la activacion de PI3-K/Akt
inducida por TNFa.

En el Capitulo I de esta Tesis se ha demostrado que las vias de transduccion de
senales de p42/p44 MAPK, PI3-K/Akt y JNK son activadas por TNFa en células
C4HD y que son necesarias para la induccion de la proliferacion en células de cancer
de mama (Rivas et al, 2008). Dado que observamos que el bloqueo de la fosforilacion
de ErbB-2 inhibe la proliferacion de las células C4HD inducida por TNFa (Fig. 26),
luego exploramos de qué manera esta inhibicion podria afectar a las vias de
transduccion de sefiales arriba mencionadas. La activacion de Akt por TNFa fue
significativamente inhibida por AG825 o por el silenciamiento de ErbB-2 utilizando
siRNA, mientras que la fosforilaciéon de p42/p44 MAPK no fue modificada en las
células C4HD y SK-BR-3 (Fig. 42). Por su parte, la presencia de PP2 inhibio
completamente la activacion de Akt y p42/p44 MAPK inducida por TNFa (Fig. 42),
confirmando que c-Src es requerida para ambas vias de sefializacion. Resultados
similares se obtuvieron en la linea celular SK-BR-3 (Fig. 42). Por otro lado, la
activacion de JNK no fue afectada por la presencia de PP2 (datos no mostrados) ni

por la de AG825 (Fig. 42).

C4HD SK-BR-3
+ + - - PP210 uM + + - - siRNA Control - - - -+ o+ PP2 10 uM
- - - - - + + AG825100 pM - - + + siRNAErbB-2 - -+ o+ - - AG825 100 pM
0 5 10 0 5 0 5 TNFa20ng/m,min 0 10 0 10 TNFa20ng/mi,mn 0 10 0 10 0 10 TNFa 20 ng/mi, min
——— - fosfo-Ser473-Akt | - - fosfo-Ser 473-Akt [ Sm s =l L0 fosfo-Ser 473-Akt
—— - = fosfo-p42/p44 MAPK SSEs= == =u = fosfo-p42/p44 MAPK
= —
w p42/p44 MAPK u: | p42/p44 MAPK
C4HD
+ - - + -  mTNFa 20 ng/ml
+ - - + HRG20ng/ml = + - + mTNFa 20 ng/ml
+ + + AG825100 uM - - + + AG825100 uM
SoE=mS= === fosfo-p42/p44 MAPK - fosfo-JNK
ESEESmaama P24 MAPK — e e e JNK

Fig. 42 El TNFa induce la activacion de Akt de manera dependiente de la quinasa c-Src y de
ErbB-2. Células C4HD y SK-BR-3 fueron pre-incubadas con 100 pM de AG825 o con 10 uM de PP2
previo al agregado de TNFa durante los tiempos que se indican. Las células C4HD fueron transfectadas
de manera transitoria con 25 nM de siRNA contra el ErbB-2 murino o con siRNA control previo al
tratamiento con TNFo. La activacion de Akt fue determinada mediante Western blot usando un
anticuerpo especifico que reconoce a Akt fosforilada en el residuo Tyr 473. Las membranas fueron
sometidas a stripping y re-incubadas con un anticuerpo anti Akt total como control de carga del gel. La
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activacion de las quinasas p42/p44 MAPK y JNK de fue también determinada mediante Western blot.
Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos realizados.

En resumen, nuestros resultados muestran que la fosforilacion de ErbB-2
inducida por TNFa conduce a la fosforilacion de ErbB-3, a la heterodimerizacion de
ErbB-2/ErbB-3 de manera independiente de ligandos de ErbBs, y la asociacion de la
p85 PI3-K. Ademas, mostramos que la autofosforilaciéon de ErbB-2 es necesaria para
la activacion de Akt inducida por TNFa y que la misma no tiene efecto sobre la

activacion de p42/p44 MAPK o de INK.

La inhibicion de la actividad tirosina quinasa de ErbB-2 bloquea la activacion
del factor de transcripcion NF-kB inducida por TNFa

Se ha demostrado previamente que la sobreexpresion de ErbB-2 se
correlaciona con la activacion constitutiva de NF-kB en cancer de mama (Zhou et al,
2000; Biswas et al, 2004). Por otro lado, nosotros hemos demostrado en esta Tesis
que la actividad de NF-kB es esencial para la proliferacion de las células de cancer de
mama inducida por TNFa (Rivas et al, 2008). En este contexto, examinamos si ErbB-
2 estaba involucrado en la activacion de NF-kB por TNFa. Para ello, las células SK-
BR-3 fueron transfectadas de manera transitoria con la construccidén reportera que
contiene al elemento de respuesta a NF-kB (kB) rio arriba del gen de la luciferasa de
luciérnaga, utilizada previamente en el Capitulo I de esta Tesis. El tratamiento con
TNFa o HRG indujo un aumento de 6 o 3 veces en la activacion transcripcional de
NF-kB, respectivamente (Fig. 43). El TNFa también indujo el aumento de la actividad
del gen reportero conteniendo el elemento de respuesta a NF-kB en las células BT-
474 (Fig. 43). Otra manera de evaluar la activacion de NF-xB fue mediante ensayos
de Western blot para la proteina IxBa fosforilada (Fig. 44). Para determinar el efecto
del bloqueo de ErbB-2 sobre la actividad NF-«kB inducida por TNFa, se hicieron uso
de las dos alternativas terapéuticas que se encuentran en la clinica actualmente: el
tratamiento con anticuerpos monoclonales anti ErbB-2 (trastuzumab, Herceptin*'*) y
con inhibidores de la actividad tirosina quinasa de ErbB-2, utilizando en este caso
AGR825. De esta forma observamos que la adicion de AG825 bloque6 la activacion
transcripcional inducida por TNFa o HRG en SK-BR-3 y en BT-474, en ensayos de
gen reportero y Western blot de IxBa (Fig. 43 y 44). Por su parte, el tratamiento de las
SK-BR-3 y BT-474 con trastuzumab no modifico la actividad transcripcional de NF-
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kB inducida por TNFa, mientras que bloqued por completo la inducida por HRG en
SK-BR-3 (Fig. 43 y 44). Como se expuso en la primera parte de esta Tesis, la
activacion transcripcional de NF-kB mediante la via canonica implica la fosforilacion
de la proteina inhibidora de NF-kB (IxBa) en el citoplasma, su ubiquitinaciéon y
degradacion lo cual permite que el dimero p65/p50 libre pueda translocarse al nucleo,
fosforilarse y activar genes blanco. La Fig. 44 muestra que las células SK-BR-3 tienen
un alto nivel de fosforilacion basal de p65 NF-kB, de acuerdo con su sobreexpresion
de ErbB-2 (Zhou et al, 2000). Estudiamos entonces la fosforilacion de p65 NF-kB en
respuesta a TNFa en presencia de AG825. La presencia de TNFa indujo un aumento
en la fosforilacion de p65 NF-kB y la presencia de AG825 inhibidé completamente
dicho aumento, de acuerdo con los resultados obtenidos mediante ensayos de gen

reportero en la Fig.44.

SK-BR-3 ] BT-474

*% ** F*k

(o]
w

*%

kB-luc / renilla
(veces de induccioén)
w
-
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ﬁ Lallone Jod0NaR

hTNFa. 20 ng/ml - + - - + - - - R T

HRG20ng/ml - - + - - + - - + - - - - - -
Trastuzumab 10 pg/ml = - - + + + - - - - -+ o+

AG825100puM - - - - - - + + + e

Fig. 43 La transactivacion de ErbB-2 es un requisito para la activacion transcripcional de NF-kB
por TNFa: ensayos de actividad kB-luciferasa. Las células SK-BR-3 y BT-474 fueron transfectadas
con un vector conteniendo el elemento de respuesta a NF-kB (sitios kB) rio arriba del gen de la
luciferasa de luciérnaga, y posteriormente pre-incubadas con 100 uM de AG825 o con DMSO como
control, o con 10 pug/ml de trastuzumab durante 60 minutos previo al agregado de 20 ng/ml hTNFa o
con 20 ng/ml de HRG durante 18 h. Las células fueron cosechadas y la actividad luciferasa
determinada como se describe en Materiales y Métodos (* P<0,01, **P<0,001 vs. control).
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Fig. 44 La transactivacion de ErbB-2 es un requisito para la activacién transcripcional de NF-kB
por TNFa: Western blot de IxBa. y fosfo-p65. Las células BT-474 fueron pre-incubadas con 100 uM
de AGS825 y las células SK-BR-3 con 25, 50 0 100 uM (60 min) o con 10 pg/ml de trastuzumab (6 h)
previo al agregado de 20 ng/ml hTNFa o con 20 ng/ml HRG durante 10 min. La activaciéon de NF-xB
fue determinada mediante Western blot de fosfo-IkBa y de fosfo-p65. Como control de carga, las
membranas fueron sometidas a stripping y re-incubadas con anticuerpos anti [kBa o p65 total. Las
bandas fueron cuantificadas utilizando I/mage J y se muestra el resultado obtenido dividiendo los
niveles de p-IkBa sobre IkBa total. Se muestra un experimento representativo de un total de tres con
resultados similares.

Por otro lado, utilizamos diferentes mutantes de ErbB-2 humano para explorar
el rol de ErbB-2 en la activacion de NF-kB. Para ello las células SK-BR-3 fueron
transfectadas con un vector de expresion que codifica para un ErbB-2 que carece de
actividad quinasa, denominado aqui “quinasa negativa” (KN) por carecer de los
aminodcidos 681 a 895 que contiene el sitio de union a ATP, y por lo tanto es incapaz
de fosforilar a otras proteinas (Eisenberg et al, 2004) o con uno que codifica para una
mutante puntual no fosforilable en el residuo 877 (cambio de nucleo6tido tirosina por
fenilalanina, Y877F)(Segatto et al, 1990) en ensayos de gen reportero con la
construccion kB-luciferasa utilizada previamente. Nuestros resultados muestran que
tanto KN-ErbB-2 como ErbB-2-Y877F, pero no el vector vacio pCDNA3.1,
impidieron la activacion de NF-«xB por TNFa (Fig. 45), sugiriendo que la
fosforilacion de ErbB-2 en Tyr877 inducida por TNFa y la autofosforilacion de ErbB-

2 son eventos indispensables para que ocurra la activacion de NF-«kB por TNFa. A la
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derecha de la Fig. 45 se muestran Western blots que muestran la efectividad de las

mutantes de ErbB-2 utilizadas.

SK-BR-3
2,5 -
. PCDNA3.1 KN-ErbB-2
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Fig. 45 La transactivacion de ErbB-2 es un requisito para la activacion transcripcional de NF-kB
por TNFa: uso de mutantes dominantes negativas de ErbB-2. Las células SK-BR-3 fueron
transfectadas de manera transitoria con los vectores ErbB-2-Y877F, que contiene una mutacion de
reemplazo de una tirosina por fenilalanina en posicion 877, o con el vector KN-ErbB-2, que carece de
actividad quinasa, o con el vector vacio correspondiente (pCDNA3.1). Ademads fueron cotransfectadas
con el vector reportero kB-luciferasa. Las células fueron incubadas o no en presencia de TNFa y la
actividad luciferasa fue determinada como se indica en Materiales y Métodos. Extractos de células SK-
BR-3 transfectadas con 2 pg del vector ErbB-2-Y877F o pCDNA3.1 y tratadas con TNFa durante 10
min se resolvieron por SDS-PAGE y se reveld para determinar la fosforilacion del residuo Tyr877
como se describi6é previamente, para confirmar la efectividad de dicha mutante dominante negativa.
Para evaluar la efectividad de KN-ErbB-2, extractos de células SK-BR-3 transfectadas con 2 ug del
vector KN-ErbB-2 o pCDNA3.1 y tratadas con TNFa durante 10 min se resolvieron por SDS-PAGE y
se reveld para determinar la fosforilacion del residuo Tyrl1222 como se describidé previamente. Se
muestra un experimento representativo de un total de tres con resultados similares.

Ademas, examinamos el efecto del silenciamiento de ErbB-2 mediante el uso
de siRNA sobre la actividad de NF-kB inducida por TNFa. La transfeccion con estos
siRNA redujo los niveles de expresion de ErbB-2 en un 80-95%, mientras que un
siRNA control negativo no modifico los niveles de ErbB-2 (Fig. 46). El
silenciamiento de la expresion de ErbB-2 inhibi6 completamente la activacion
transcripcional de NF-kB inducida por TNFa en células C4HD (Fig. 47) en ensayos
de gen reportero y Western blot de fosfo-IkBa. Luego, utilizamos una estrategia de
reconstitucion para generar células C4HD que expresaran ErbB-2 humano salvaje

(hErbB-2wt). Observamos que la transfeccion con el vector de expresion hErbB-2wt
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recuperd completamente la activacion transcripcional inducida por TNFa que se habia

perdido utilizando un siRNA contra el ErbB-2 murino (Fig. 47).

C4HD Fig. 46 Efectividad de la reconstitucion de la
expresion de ErbB-2 en células C4HD a las que se
+ - - - - ControlsiRNA25nM Jes silenci6 ErbB-2. Las células C4HD fueron
- 25 50 25 50 ErbB-2siRNA (nM) cotransfectadas durante 48 h con 25 o 50 nM de
J_r T + + + ﬁgi:;sv:t ((1“323) siRNA contra el ErbB-2 murino o con siRNA control

y con 1ug del vector de expresion de ErbB-2 humano
salvaje (hErbB-2wt) o con el vector vacio
(pCDNA3.1). Los niveles de expresion de ErbB-2 se
determinaron mediante Western blot.

-—— wesw e ErbB-2

— — — — — B-Actina

Fig. 47 La transactivacion
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, 0 o 0 10 0 10 TNFo, min
Las células C4HD fueron 2o 24 s S N
cotransfectadas durante 48 h = 1 |-L| |-T-| i |-T-| _ IkBa
con 25 nM de siRNA contra el 0 e - .

ErbB-2 murino o con siRNA mINFo. -+ -+ - 4

control y con lug del vector siRNAcontrol + + . . . .
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humano salvaje (hErbB-2wt) } {| |
pPCDNA3.1 hErbB-2wt

0 del vector vacio
(pCDNA3.1). En el mismo ensayo se cotransfectd con el vector reportero kB-luciferasa. Las células
fueron incubadas o no en presencia de TNFa durante 18 h y la actividad luciferasa fue determinada
como se indica en Materiales y Métodos. En el panel de la derecha, se muestra el Western blot de
fosfo-IkBa realizado en extractos de células C4HD a las que se les silencid6 ErbB-2 mediante
tratamiento con siRNA previo al tratamiento con mTNFa durante 10 min. La membrana fue sometida a
stripping y se reveld IkBa como control de carga del gel. Se muestra un experimento representativo de
un total de tres con resultados similares.

Finalmente exploramos la regulacion del gen de ciclina D1, dado que es clave
en la regulacion del ciclo celular y su promotor contiene sitios de respuesta a NF-xB
(Fig. 4) (Hinz et al, 1999). El tratamiento con TNFa de células SK-BR-3 transfectadas
con un vector reportero conteniendo el promotor de ciclina D1 rio arriba del gen de
luciferasa estimul6 la actividad reportera 3 veces (Fig. 48). La presencia de AG825
bloqued la activacion del promotor de ciclina D1 inducida por TNFa. Notablemente,
la presencia de trastuzumab no modifico la capacidad del TNFa de inducir la

activacion del promotor de ciclina D1 (Fig. 48). Mediante ensayos de Western blot
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utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteina ciclina D1, observamos que el
TNFa indujo un aumento en la expresion de dicha proteina de alrededor del 90% a las
24 y las 48 hs de estimulacion (Fig. 49) en células BT-474. La presencia del inhibidor
farmacologico de ErbB-2, AG825, inhibié completamente el aumento de expresion
inducido por TNFa. También utilizamos el compuesto GW2974, analogo estructural
del inhibidor de la actividad tirosina quinasa de ErbB-2/EGFR, ditosilato de lapatinib,
que se utiliza en la clinica médica para el tratamiento de pacientes con tumores que
sobreexpresan ErbB-2. La presencia de GW2974 fue capaz de inhibir el aumento de
expresion de la proteina ciclina D1 inducido por TNFa (Fig.49). Sin embargo, el
trastuzumab, usado a una concentracion de 10 ug/ml, fue incapaz de inhibir el
aumento de expresion de ciclina D1 inducido por TNFa (Fig. 49). Cabe destacar que
el trastuzumab, a la concentracion indicada fue efectivo para inhibir la fosforilacion
de la quinasa Akt en el residuo Ser473, un marcador de la actividad de trastuzumab,
en células SK-BR-3 y BT-474 (Fig. 50). Estos resultados aportan evidencias de que la
activacion de NF-kB y expresion de la proteina ciclina D1 por TNFa estan mediadas

por ErbB-2 en células de cancer de mama.

Fig. 48 El aumeflt(.) de acti\iidad fiel SK-BR-3
promotor de ciclina D1 inducido *
por TNFo es bloqueado por
inhibidores  farmacolégicos de
ErbB-2, pero no por trastuzumab
en células de cancer de mama
humano. Las células SK-BR-3 fueron
transfectadas de manera transitoria
con un vector conteniendo al
promotor de ciclina D1 rio arriba del
gen de la luciferasa de luciérnaga. Las 1 ﬂ

células fueron pre-incubadas con 100 0 . . . . .
uM de AGS825 (60 min) o con 10 hTNFa 20 ng/ml - + - + - +
pg/ml de trastuzumab (6 h) previo al AG825100uM -
agregado de 20 ng/ml de TNFa
durante 18 h y la actividad luciferasa

Ciclina D1-luc / renilla
(veces de induccion)
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fue determinada como se indica en Materiales y Métodos. Se muestra un experimento representativo de
un total de tres con resultados similares (*P<0,001 vs. control).
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Fig. 49 El aumento de expresion de ciclina D1 inducido por TNFa es bloqueado por inhibidores
farmacolégicos de ErbB-2, pero no por trastuzumab en células de cancer de mama humano. Las
células BT-474 fueron pre-incubadas con 100 uM de AG825, 1 uM de GW2974 (en ambos casos, 60
min) o con 10 pg/ml de trastuzumab (6 h) previo al agregado de 20 ng/ml de hTNFa durante 24 o 48 h.
Los niveles de expresion de ciclina D1 se determinaron por Western blot en extractos proteicos totales.
La membrana fue sometida a stripping y re-incubada con un anticuerpo anti B-actina como control de
cargan del gel. Las bandas fueron cuantificadas utilizando /mage J y se muestra el resultado obtenido
dividiendo los niveles de expresion de ciclina D1 sobre B-actina. Se muestra un experimento
representativo de tres realizados.

Fig. 50 Efectividad del

trastuzumab en células de
0 6 16 24 0 6 16 24 Trastuzumab 10 pg/ml, h cancer de mama humano.

Las células SK-BR-3 y BT-
474 fueron incubadas en

SK-BR-3 BT-474

- — . e == f0of0-Serd 73-Akt

presencia de 10 pg/ml de

e ————— 7KL
trastuzumab  durante los

tiempos que se indican. La inhibicion de los niveles basales de activacion de Akt se utiliz6 como un
marcador de la efectividad del trastuzumab, y se midi6 por Western blot, como se realiz6 en la Fig. 42.

El trastuzumab no es efectivo para inhibir la proliferacion inducida por TNFa
en células de cancer de mama que sobreexpresan ErbB-2

Dado que el anticuerpo monoclonal trastuzumab no fue efectivo para inhibir la
activacion de NF-kB, medida por activacion de gen reportero o por niveles de
fosforilacion de IxkBo, ni el aumento de expresion de ciclina D1 inducido por TNFa,
nos preguntamos si acaso seria efectivo para inhibir la proliferacion inducida por
TNFa. Con ese objetivo, realizamos recuentos celulares de células BT-474 a las 96 h
de tratamiento, ensayos de proliferaciéon por incorporacion de timidina-[*H], o anélisis
de la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular a las 48 h de
tratamiento, mediante tinciéon con ioduro de propidio y citometria de flujo. En
presencia de TNFa, observamos una mayor incorporacién de timidina-[*H] y un

mayor numero de células vivas en comparacion con el control sin TNFa (Fig. 51). La
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presencia de AG825 inhibi6 completamente el aumento del nimero de células y el de
la incorporacién de timidina-[’H]. Sin embargo, cuando utilizamos trastuzumab, el
TNFa no perdi6 la capacidad de aumentar el nimero de células o la incorporacion de
timidina-[*H] (Fig. 51). En linea con estos resultados, el analisis de la distribucién en
las distintas fases del ciclo celular reveld que en presencia de TNFo hubo un
porcentaje menor de células en fase GO/G1 y mayor en G2/M (Fig. 51, panel central).
El AGS825, pero no el trastuzumab, inhibié de manera completa los efectos del TNFa

sobre la distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular (Fig. 51).

BT-474
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Fig. 51 La proliferacion de células de ciancer de mama inducida por TNFa es bloqueada por
inhibidores farmacolégicos de ErbB-2, pero no por trastuzumab. Las células BT-474 fueron pre-
incubadas con 100 uM de AG825 (60 min) o con 10 pg/ml de trastuzumab (6 h) previo al tratamiento
con hTNFa. Ensayos de proliferacion fueron realizados mediante recuento de células tefiidas con el
colorante Azul Trypan a las 96 h de cultivo (*P<0,05 vs. control, tP<0,05 vs. trastuzumab), panel
izquierdo, por analisis de la distribucion en las distintas fases del ciclo celular mediante tincién con
ioduro de propidio y citometria de flujo a las 48 h de cultivo (fase GyG; P<0,02 TNFa vs. control; fase
G,/M P<0,05 TNFa vs. control; fase GyG; P<0,05 TNFa + trastuzumab vs. trastuzumab; fase G,/M
P<0,05 TNFa + trastuzumab vs. trastuzumab), panel central, y por ensayo de incorporaciéon de
timidina-[*H] (P<0,01 vs. control), panel derecho.

Otra estrategia utilizada para estudiar la posible resistencia al trastuzumab
inducida por TNFa, consistié en la utilizacion de un vector de expresion de TNFa.
Las células BT-474, sensibles al tratamiento con trastuzumab, fueron transfectadas de
manera transitoria con 1 pug de un vector de expresion de TNFo murino
(pS23SMTNF) (Xu et al, 1999) o con el correspondiente vector vacio (pSV2neo), y se
realizaron ensayos de proliferacion por incorporacion de timidina-[’H]. La
transfeccion con TNFa indujo un aumento en la incorporacion de timidina-[*H] en
comparacion con el grupo transfectado con el vector vacio (Fig. 52) y la presencia de

trastuzumab inhibid la proliferacion de las células transfectadas con el vector vacio,
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aunque no fue capaz de disminuir la proliferacion de las células que sobreexpresaban
TNFa, apoyando la idea de que el TNFa conferiria resistencia a los efectos
antiproliferativos del trastuzumab (Fig. 52). Asimismo, se observo que la expresion de

TNFa inducia la fosforilacion de ErbB-2 (Fig. 52, panel derecho).

Fig. 52 La expresion de TNFa >

, , . [=) p-Tyr-1222-ErbB-2 = = &=
endogeno en células de cancer ® x
de mama humano confiere ° E 51 _—_— ErbB-2 e
resistencia al efecto '§ o 41 TNFa (26 kDa) — =
antiproliferativo del gg‘ 31 TNFo (17 kDa) —> &
trastuzumab. Las células BT- é o 21
474 fueron transfectadas con un £5 1] |‘| = P-Acting i
vector de expresion de TNFa £ ol . L § L
(pS23SMTNF) o con el Ttrastuzumab 10 pg/mi - + - + g =
correspondiente  vector vacio pSV2neo + + - - Q £
(pSV2Sneo). Luego de 48 h, las PS23SMTNF - -+ + Q

células fueron incubadas en

presencia de 10 pg/ml de trastuzumab y la proliferacion fue evaluada a las 48 h de cultivo, en presencia
de un pulso de timidina-[*H] durante las ltimas 16 h. *P<0.05 y **P<0.001 vs. pSV2Sneo. Panel
derecho: Western blot de TNFa y de la fosforilacion de ErbB2 en el residuo Tyr-1222. Este
experimento fue repetido 3 veces con resultados similares.

Efectividad in vivo de la proteina de fusion anti-TNFa, etanercept, en el
tratamiento de tumores de mama que sobreexpresan ErbB-2

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis sugieren que la
presencia de TNFo confiere resistencia a los efectos antiproliferativos del
trastuzumab. Por otro lado, hemos detectado mediante Western blot que todas las
lineas celulares utilizadas en este estudio son capaces de producir, en mayor o menor
medida, la citoquina TNFa in vitro (Fig. 53). En todas las lineas celulares utilizadas se
detect6 la expresion de la forma soluble de 17 kDa del TNFa, asi como también la del
precursor de 26 kDa. Por lo tanto, nuestra hipotesis es que el tratamiento anti TNFa
sera util para la inhibicion del crecimiento tumoral en las mencionadas lineas
celulares. El etanercept es una proteina de fusion entre el receptor de TNFR2 y el Fc
de la IgG humana que se utiliza en la clinica para el tratamiento de la artritis
reumatoidea. El mecanismo de accion consiste en el secuestro de las moléculas de
TNFa presente en circulaciéon o en los tejidos corporales evitando asi los efectos

biologicos inducidos por unién a sus receptores.
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Fig. 53 Expresion de TNFa en las lineas celulares de  TNFa (26 kDa) — S5 &== mwass
cancer de mama humano y murino. Las células fueron TNFa (17 kDa) —> . ¥ "
cultivadas en el correspondiente medio de cultivo con el

agregado de 0,1% SFBCh (C4HD) o 1% SFBCh. Se realizaron p-Actina

|

homogenatos proteicos y la expresion de TNFa fue evaluada N g.:’ ,S' jD: B
. . . <~
mediante Western blot. La membrana fue sometida a stripping = 0 2§ Z
. . . . S ¥ m £
y re-incubada con anticuerpos anti B-actina. En el Western blot 7]

se incluy6é al mTNFa recombinante como control.

Con este objetivo se implantd un fragmento del tumor C4HD en ratones nude
y cuando el mismo fue palpable (~50-60 mm®) se administrd etanecept 5 mg/kg i.p. y
se estimo el volumen tumoral tres veces por semana. La administracion de etanercept
disminuy6 en un 40% el volumen tumoral y la tasa de crecimiento (Fig. 54, Tabla 2),
sugiriendo que terapias anti TNFa serian beneficiosas para el tratamiento de tumores
de mama que sobreexpresan ErbB-2 y expresan TNFa. Sin embargo, dado que el

trastuzumab no reconoce al ErbB-2 murino, no fue posible utilizarlo en este ensayo.

C4HD

o 2500
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0 40
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Fig. 54 El tratamiento con etanercept fue efectivo para inhibir el crecimiento del tumor de mama
murino C4HD. Ratones hembras virgenes nude fueron inoculados con un fragmento de tumor C4HD
de ~1 mm’ en presencia de un pellet de liberacion continua de MPA. Cuando los tumores fueron
palpables, se comenz6é a administrar i.p. 5 mg/kg de IgG humana (grupo control) o 5 mg/kg de
etanercept, ambos dos veces por semana por raton. Se midié regularmente el ancho (A) y largo (L) del
tumor, y se estimo el volumen tumoral como (A’xL)/2. *P<0,05 vs. IgG humana.
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Tabla 2 El tratamiento con etanercept es efectivo para inhibir el

crecimiento del tumor mamario C4HD

Dia 34

Tratamiento Volumen tumoral Tasa de Inhibicion del

(mm?®) crecimiento crecimiento
(media + SE) (mm?*/dia) (%)
1gG humana 1830 * 565° 52,8 +4,8
Trastuzumab 1089 + 605° 29,9134 40,5

Los experimentos se realizaron en ratones nude como se describio bajo
Materiales y Métodos. La totalidad de los ratones desarrollé tumor al cabo de una
semana. Al dia 14, los animales fueron tratados con etanercept o con una IgG

humana como control. El volumen tumoral se estimé usando la férmula (LxA?)/2,
donde L es la longitud del tumor y A el ancho. La tasa de crecimiento entre los
dias 14 y 34 fue calculada como la pendiente de la curva de crecimiento. a vs. b
P<0,05.

Para poder estudiar los efectos de trastuzumab y de -etanercept
simultaneamente utilizamos como modelo a la linea celular de céncer de mama
humano JIMT-1 (Tanner et al, 2004). Esta lineca fue establecida a partir de una
paciente con cancer de mama resistente a trastuzumab y lapatinib, y tiene la
particularidad de formar tumores en ratones nude. Como se muestra en la Fig. 53, esta
linea celular tiene una alta expresion del precursor de TNFa de 26 kDa, aunque la
forma madura del TNFa de 17 kDa no fue detectable por Western blot. Los tumores
establecidos a partir de estas células fueron tratados con trastuzumab 5 mg/kg,
etanercept 5 mg/kg o con la combinacion de ambos i.p. dos veces por semana. Como
control se inyectdé a un grupo de ratones portadores del tumor JIMT-1 con IgG
humana. Observamos que trastuzumab a la dosis utilizada no modificé el crecimiento
tumoral en comparacion al grupo control (Fig. 55 y Tabla 3), de acuerdo con la
resistencia al trastuzumab que se ha caracterizado para ese modelo (Tanner et al,
2004). La administracion conjunta de trastuzumab + etanercept, resultd en una
reduccion del volumen tumoral del 54% en comparacion con los grupos en los cuales
cada agente fue usado por separado y del grupo control (Fig. 55 y Tabla 3, P<0,001).
El anélisis histopatologico de estos tumores, mostré que los tumores del grupo tratado
con la IgG humana tuvieron un patrén de crecimiento solido, acordonado, con un alto

nimero de figuras mitoticas por campo (Fig 56, primera columna). Como era
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esperable para este tumor, dado su conocida resistencia al trastuzumab, el tratamiento
con trastuzumab no modifico notablemente las caracteristicas histopatoldgicas del
tumor. Sin embargo, el tratamiento con etanercept, se tradujo en un aumento en el
porcentaje de necrosis, que presentd un patron geografico. Si bien el patron de
crecimiento tumoral continud siendo columnar, se advirtieron un mayor nimero de
formaciones pseudoductales. El numero de figuras mitoticas por campo de alto
aumento en la zona viable del tumor, por su parte, fue significativamente menor (4-6
mitosis por campo en el grupo IgG vs. 1-2 por campo en los grupos etanercept o
etanercept + trastuzumab) . Una caracteristica que cabe mencionar en los tumores del
grupo tratado con trastuzumab + etanercept, fue la presencia de zonas de
hialinizacion, considerado un signo franco de involucion del tumor (Fig. 56).

Luego, determinamos la expresion de ErbB-2 mediante inmunohistoquimica
en los tumores provenientes de los 4 grupos, utilizando el anticuerpo A0485. Esta
marcacion es una técnica de rutina en los laboratorios de diagndstico y los resultados
se evaluan asignando un puntaje a la marcacion del ErbB-2 comparando con
estandares determinados. El puntaje asi otorgado puede ser 0 (negativo), o positivo
(+) 1, 2 0 3. Al 3+ se lo considera positivo y los pacientes cuyos tumores tienen ese
puntaje reciben el tratamiento con trastuzumab. Los tumores calificados como 1+ son
considerados como negativos a los fines de administrar el tratamiento y los 2+ son
dudosos y la amplificacion del gen ERBB-2 debe confirmarse por otros métodos,
como la hibridacién in situ fluorescente (FISH) o cromogénica (CISH).
Notablemente, el tratamiento con etanercept resulté en un aumento de la marcacion
para el ErbB-2 en los tumores JIMT-1: observamos que los tumores provenientes del
grupo control (IgG), trastuzumab o trastuzumab + herceptina se distribuyeron en 1+y
2+, y llamativamente los del grupo etanercept fueron en su mayoria 3+ (4 de 5) y 2+

(1 des).

-03 .



Resultados Lic. Martin A. Rivas

JIMT-1
300~
(2]
£
E
© 200+
o —=—|gG humana
§ —— Trastuzumab
'; 100+ —v— Etanercept
“E’ —e— Trastuzumab + Etanercept
=
3
0 I I L] L}
0 10 20 30 40

Tiempo (dias)

Fig. 55 El tratamiento conjunto con trastuzumab y etanercept fue efectivo para inhibir el
crecimiento del tumor de mama resistente a trastuzumab JIMT-1. Tres millones de células JIMT-1
fueron inoculadas en el flanco derecho de 28 ratones hembras nude y fueron monitoreados tres veces
por semana. El 100 % de los animales desarrollaron tumores al cabo de una semana. Cuando los
tumores alcanzaron un volumen medio de 100 mm?® fueron separados al azar en 4 grupos de 7 animales
cada uno y se les comenzo6 a administrar etanercept (5 mg/kg, dos veces por semana), trastuzumab (5
mg/kg, una vez por semana), ambos en combinacion o una dosis equivalente de IgG humana, como
control. El ancho y largo del tumor fue medido dos veces por semana y el volumen tumoral estimado
como (A” X L)/2. Tabla: la tasa de crecimiento fue calculada como la pendiente de la curva de
crecimiento, al dia 32 del protocolo. *P<0,01 vs IgG humana, trastuzumab, o etanercept.

Tabla 3 El tratamiento combinado con etanercept + trastuzumab es efectivo para

inhibir el crecimiento del tumor resistente a trastuzumab JIMT-1

Dia 32
Tratamiento Volumen tumoral Tasa de Inhibicion del Figuras mitdticas
(mm?®) crecimiento crecimiento por HPF
(media + SE) (mm?/dia) (%) Mediana (Rango)
IgG humana 217,6 +£40,3 6,9+0,8 5 (4-6)
Trastuzumab 219,7 + 38,8 6,9+0,9 5 (3-6)
Etanercept 217,7 £ 37,0 6,9+0,7 2 (1-4)
AL e 99,9 + 10,7 20402 54,1 1(0-1)
etanercept

Los experimentos se realizaron en ratones nude como se describid bajo Materiales y Métodos. La
totalidad de los ratones desarrollé tumor al cabo de una semana. Al dia 12, los animales fueron tratados

con trastuzumab, etanercept, o la combinaciéon de ambos, o con una IgG humana como control. El
volumen tumoral se estim6 usando la formula (LxA2)/2, donde L es la longitud del tumor y A el ancho. La
tasa de crecimiento entre los dias 12 y 32 fue calculada como la pendiente de la curva de crecimiento.
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IgG humana Etanercept Trastuzumab Trastuzumab + etanercept

H&E 100X H&E 40X

H&E 400X

IHQ ErbB-2

Fig. 56 Cambios histopatolégicos en tumores JIMT-1 que recibieron tratamiento con etanercept,
trastuzumab o etanercept + trastuzumab. Tumores JIMT-1 extirpados de ratones nude que
recibieron tratamiento con IgG humana, etanercept, tastuzumab o ambas drogas en combinacion fueron
fijados en formaldehido y parafinados. Cortes de 4 um fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. Se
muestran secciones representativas de cada grupo de tumores. En la parte inferior de la figura se
muestra el resultado de la inmunohistoquimica (IHQ) para ErbB-2 en tumores de los cuatro grupos
puntuados como 1+, 3+, 1+ y 2+ respectivamente.

Los Western blots realizados con extractos proteicos obtenidos a partir
tumores del grupo tratado con trastuzumab o con etanercept mostraron una menor
activacion de NF-kB, como se comprobd por los niveles de fosforilacion de la
subunidad p65 de NF-kB y de la proteina IkBa en comparacion con el grupo control
tratado con IgG (Fig. 57). Notablemente, los tumores del grupo que fue tratado de
manera conjunta con etanercept y trastuzumab, tuvieron una activacion aun menor de
la via de NF-xB en comparacion con los grupos tratados con las drogas individuales
(Fig. 57). Estos resultados sugieren que terapias anti TNFa podrian ser utiles en el
tratamiento de tumores que sobreexpresan ErbB-2 y que son resistentes al tratamiento

con trastuzumab.
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Fig. 57 Activacion de la via de NF-xB
en tumores JIMT-1 tratades con
trastuzumab, etanercept o ambos
compuestos  simultineamente. Se
prepararon extractos proteicos a partir
de tumores provenientes de 3 ratones de
cada grupo y se realizd Western blot
utilizando los anticuerpos anti fosfo-
IkBa o fosfo-p65. Las membranas se
sometieron a stripping y fueron re-
incubadas con  anticuerpos  que
reconocen a IkBa o p65 total. Como
control de carga del gel se reveld con un
anticuerpo anti 3-actina.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El TNFR1 y el TNFR2 inducen la proliferacion de células de cancer de mama
convirtiéndolos en posibles blancos terapéuticos

En el presente estudio, analizamos simultdneamente multiples eventos de
sefiales intracelulares, inducidos por TNFa en células de cancer de mama, y
caracterizamos su rol en la proliferacion celular.

Hemos demostrado que las células C4HD expresan constitutivamente TNFR1
y TNFR2, en niveles similares. Estos asemejan los niveles de expresion de ambos
receptores en macrofagos, donde el TNFo también induce la proliferacion
(Mukhopadhyay et al, 2001). También se ha demostrado que las células T47D
expresan TNFR1 y TNFR2 (Mathiasen et al, 2001). Aunque existen ciertos reportes
sobre el rol de TNFR1 y TNFR2 en la proliferaciéon inducida por TNFa, nuestro
trabajo es el primero en investigar la participacion de cada TNFR en células de cultivo
primario de cancer de mama que expresan ambos subtipos del receptor en forma
endogena, sin la interferencia de estrategias artificiales de sobrexpresion o knock-out.
La estimulacion de cada receptor con muteinas de TNFa o anticuerpos especificos
mostraron un grado diferente de respuesta. La muteina R1-TNF fue capaz de activar
p42/p44 MAPK, INK, Akt y NF-«kB y de inducir la proliferacion al mismo nivel que
el TNFa salvaje. Por su parte, la muteina R2-TNF fue capaz de inducir la activacion
de p42/p44 MAPK de manera similar a su contraparte salvaje, pero no la activacion
de JNK, Akt, NF-«xB y la proliferacion celular. Estos hallazgos utilizando muteinas de
TNFa demuestran que la union de ligando por el TNFR1 tanto como por el TNFR2
inducen la activacion de caminos de sefializacion y la proliferacion celular, aunque la
sefial transducida por el TNFR1 es la preponderante. Estos datos apoyan el concepto
de que existe redundancia en las funciones de los dos TNFRs. Sin embargo, el
cociente exacto entre TNFR1 y TNFR2 necesario para obtener una sefializacion de la
misma magnitud, no estd claro. Esto podria deberse a que es necesario un
agrupamiento diferencial de los receptores para obtener una sefial intracelular.

Otro punto de interés en nuestra investigacion, fue explorar las diferentes
estrategias de bloqueo de la accion del TNFa en la proliferacion del cancer de mama.
El uso de anticuerpos bloqueantes del TNFR1 o del TNFR2 en células murinas
C4HD, aboli¢ la fosforilacion de p42/p44 MAPK, PI3-K/Akt, JNK y la proliferacion
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inducida por el TNFa, evidenciando que si bien la estimulacion de un solo receptor
conduce a esos efectos, es necesario que el otro también sea funcional. En su
conjunto, nuestros resultados demuestran que los efectos proliferativos del TNFa
pueden ser inhibidos ya sea por el bloqueo independiente de los receptores TNFR1 y
TNFR2, o por neutralizacion de la citoquina misma (Rivas et al, 2008). Pinckard et al.
demostraron que el TNFa induce un complejo transitorio con TNFR1 y TNFR2, y que
esto ocurre también con los receptores carentes de dominio intracelular (Pinckard et
al, 1997). Nuestros hallazgos apoyan la hipotesis de formacion de un heterocomplejo
de receptores, la yuxtaposicion de sus respectivos dominios intracelulares y la
interaccion de sus proteinas de sefalizacion respectiva. Es sabido que las proteinas
TRADD y TRAF, que se unen a los dominios intracelulares de TNFR1 y TNFR2
respectivamente, son capaces de interactuar entre ellas (Hsu et al, 1995). El
reclutamiento de TRAF2 al complejo TNFRI-TRADD seria facilitado cuando
TRAF2 puede ser activamente reclutada por TNFR2, durante la formacion del
heterocomplejo con TNFR1 (Sicinski et al, 1995). La presencia de anticuerpos
bloqueantes contra cualquiera de los receptores de TNFa, impediria la formacién de
este heterocomplejo y su sefalizacion intracelular. En la literatura, la evidencia
acumulada sugiere que la proliferacion inducida por TNFa seria Optima cuando
ambos receptores estan presentes. Por ejemplo, en fibroblastos que expresan solo al
receptor TNFR1, la proliferacion observada es menor a la que se obtiene cuando
expresan ambos receptores (Kalb et al, 1996). Adicionalmente, también se sabe que
ambos receptores son necesarios para el desarrollo optimo del cancer de piel en
ratones (Arnott et al, 2004). En macrofagos, que expresan ambos tipos de receptor, la
proliferacion es aumentada alrededor de cuatro veces por TNFa (Mukhopadhyay et al,
2001), lo cual es comparable a las 2-3 veces de induccidn reportadas aqui en células
de cancer de mama C4HD y T47D. En lineas celulares de macréfagos que fueron
sujetas a delecidon genética de uno u otro receptor, la activacion de NF-xB, p42/p44
MAPK, p38 MAPK vy la proliferacion celular inducida por TNFa fueron abolidas
(Mukhopadhyay et al, 2001). Esos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en
este trabajo, usando anticuerpos bloqueantes de los TNFRs: la inactivacion de un
receptor fue suficiente para impedir la sefializacion y los efectos biologicos del otro.
Nuestros hallazgos revelan que el bloqueo de solo uno de los receptores seria util para
prevenir la proliferacion del cancer de mama mediada por TNFa. El hecho de que el

TNFRI1 esta expresado en casi todos los tipos celulares, pero que el TNFR2 esta solo
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presente en ciertas células y que se encontraron niveles particularmente altos en
carcinomas de mama in situ, deberia ser tomado en cuenta para el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas (Garcia-Tunon et al, 2006). En caso de un tumor de
mama que exprese los dos receptores de TNFa, el bloqueo de TNFR2 seria mas
especifico hacia el tumor y no tendria los efectos colaterales provenientes del bloqueo

sistémico del TNFR1.

NF-kB es un factor de transcripcion clave en la proliferacion del cancer de mama
inducido por TNFa

NF-kB es uno de los principales factores transcripcionales activados por
TNFa. Sin embargo, el mecanismo a través del cual los TNFRs activan al NF-«B, no
estd completamente dilucidado. En el modelo experimental de cancer de mama en
ratobn, C4HD, observamos que la muteina RI1-TNF pudo activar al factor de
transcripcion NF-kB al mismo nivel que el TNFa salvaje, en tanto que la R2-TNF lo
activo pobremente. De manera similar, Mc Farlane et al. describieron que la
estimulacion de NF-kB es principalmente a través de TNFR1 en células de carcinoma
cervical humano (McFarlane et al, 2002). Sin embargo, el rol de TNFR2 en la
activacion de NF-«B inducido por TNFa es controversial. Existen numerosos reportes
indicando que TNFR2 solo es insuficiente para activar a NF-«kB (Chainy et al, 1996;
Kalb et al, 1996) pero que su sobreexpresion puede mediar la activacion
transcripcional de NF-kB inducida por ligando (Haridas et al, 1998).

En el presente trabajo, hemos también investigado la participacion de p42/p44
MAPK, PI3-K/Akt y JNK en la activaciéon de NF-kB inducido por TNFa. El bloqueo
de las vias de transduccion de sefiales de JINK o de PI3-K/Akt, aboli6 la activacion
transcripcional de NF-«xB, asi como también la fosforilacion de IkBa en respuesta a
TNFa, en células murinas C4HD y humanas T47D. Recientemente, dos trabajos han
sido publicados al respecto. En uno de ellos, se demuestra que la produccion de IL-6
inducida por TNFa estd regulada por la activacion de NF-kB via JNK, en células
epiteliales de rifion (de Haij et al, 2005). En el otro se demuestra que la activacion de
JNK es esencial para la expresion de ICAM inducida por IL-1p, a través de la via de
NF-kB en células de carcinoma epitelial de pulmén humano (Lin et al, 2005). En
ambos casos, el perfil de activacion de JNK es similar al obtenido en células C4HD y

T47D. Nuestros resultados sugieren que la activacion inicial de JNK juega un rol
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importante en la activacion de NF-kB, pero que probablemente es desactivado maés
tarde por genes inducidos por NF-kB, como reporté Tang et al. (Tang et al, 2001).
Ozes et al. demostraron que el TNFa induce la activacion de NF-kB mediante PI3-K y
su quinasa blanco Akt, la cual entonces, induce la fosforilaciéon de IKKa. El inhibidor
de PI3-K Wortmanina, una mutante dominante-negativa de la subunidad p85 de PI3-
K, y una Akt quinasa deficiente fueron todas capaces de impedir la activacion de NF-
kB inducida por TNFa en la linea celular 293 (Ozes et al, 1999).

El hecho de que el TNFa sea capaz de activar al NF-«xB, ha sido asociado con,
al menos, dos aspectos de la tumorigénesis: la promocién de la proliferacion celular y
la prevencion de la apoptosis a través de su capacidad de activar genes involucrados
en la proliferacion celular y la regulacion negativa de la apoptosis, como ciclina D1 y
Bcl-X1 entre otros (Karin, 2006). A diferencia de otros tipos celulares que expresan
niveles similares de las tres ciclinas en la fase Gj, las células epiteliales mamarias
expresan principalmente ciclina D1, y su proliferacion es por lo tanto dependiente de
esa proteina en particular (Salatino et al, 2001; Sicinski et al, 1995). El promotor del
gen de ciclina D1 continen dos sitios kB (Hinz et al, 1999), y hay fuertes evidencias
de que la induccion de ciclina D1 dependiente de NF-kB conduce la proliferacion de
células epiteliales mamarias durante el embarazo (Cao et al, 2001). Recientemente, ha
sido demostrado que ciclina D1 es un requerimiento para la carcinogénesis mamaria
(Yu et al, 2001) y que el NF-kB promueve la transicion de la fase G; a S en células de
carcinoma mamario humano T47D, a través de la regulacion de la expresion de
ciclina D1 (Hinz et al, 1999; Rubio et al, 2006). Por otro lado, NF-xB es también un
inhibidor de la muerte celular programada. Karin et al. describieron que el modo
exacto por el cual el NF-xB inhibe la apoptosis varia entre tipos celulares (Karin y
Lin, 2002). Por ejemplo, en una linea celular de carcinoma pulmonar humano, el
efecto de supervivencia del NF-«B en respuesta a drogas quimioterapicas estd
mediado por la expresion de Bel-Xp y BFLI (Luo et al, 2000). En el presente trabajo,
encontramos que el aumento de expresion de ciclina D1 y Bcel-Xy inducido por TNFa
en células C4HD y T47D, fue inhibido por Bay 11-7082 (inhibidor de IkB),
demostrando la participacion de NF-xB en ese efecto. Estos hallazgos son
consistentes con un mecanismo de progresion tumoral por el cual la activacion de NF-
kB por TNFa conduce tanto a un aumento de proliferacion como a la prevencion de

apoptosis en células de cancer de mama.
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Dado que el TNFa interactia con dos receptores, TNFR1 y TNFR2, la
comprension del rol especifico de cada receptor en la sefializacion por TNFa, es
fundamental para el uso racional del bloqueo de TNFa. Uno de los aportes mas
importantes de nuestro trabajo, es el hecho de que la proliferacion de células de
cancer de mama inducida por TNFa puede ser inhibida mediante anticuerpos
bloqueantes dirigidos a uno de los dos receptores o bloqueando la citoquina en si
misma (Rivas et al, 2008). Nuestros resultados demuestran claramente que se requiere
que ambos receptores sean funcionales para transducir la sefial mitogénica. Estos
hallazgos proveen evidencia para que aquellos pacientes cuyas biopsias muestren
expresion positiva para TNFRI1 o TNFR2, y activacion de NF-kB, podrian
beneficiarse con una nueva estrategia terapéutica. Esta podria incluir el tratamiento
con anticuerpos dirigidos contra los TNFRs o con antagonistas del TNFa actualmente

disponibles en la clinica, discutido en la Gltima parte de esta Discusion.

El TNFa promueve in vivo el crecimiento del tumor de mama murino C4HD de
manera dependiente de NF-kB.

Uno de los hallazgos mas excitantes del presente trabajo es que fuimos
capaces de demostrar in vivo lo que habiamos observado in vitro: la capacidad del
TNFa de promover el crecimiento de un tumor mamario. De hecho, nuestros
resultados muestran que el TNFa es capaz de inducir la toma del tumor C4HD y de
mantener su crecimiento progresivo, eventos que no ocurren en ausencia de TNFa.
Aunque muchos trabajos ilustran la capacidad del TNFa de promover in vivo la
aparicion de tumores de piel (Suganuma et al, 1999; Scott et al, 2003), pocos
describen esta actividad en cancer de mama. En este sentido, Scott y otros
describieron que la administracion de un anticuerpo neutralizante del TNFo, el dia
anterior a la inoculacion de células de tumor de mama 410.4, fue capaz de inhibir el
crecimiento in vivo del mismo (Scott et al, 2003). Nuestros hallazgos indican que el
bloqueo de NF-xB a través de la administracion in vivo de Bay 11-7082 inhibe el
crecimiento del tumor C4HD inducido por TNFa, y previene el aumento de expresion
de Bcl-Xy y ciclina D1. El tratamiento in vitro de células C4HD con Bay 11-7082 +
TNFa resultd en el arresto de las células en fase Gy/G; del ciclo celular a las 48 h e
indujo la apoptosis a las 96 h. La evaluacion histologica de tumores del grupo de
animales tratados con mTNFa + Bay 11-7082 revel6 una disminucion en el indice

mitdtico y un alto porcentaje de necrosis tumoral y apoptosis. La efectividad de la
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inhibicién de Bay 11-7082 en este grupo de animales fue confirmada mediante
inmunohistoquimica, mostrando que p65 no pudo translocar al ntcleo de las células
tumorales. Este experimento indica que el bloqueo de NF-kB en células de cancer de
mama lleva al arresto de las células tumorales y luego a la muerte celular. Aunque la
regresion tumoral no fue completa luego del tratamiento con Bay 11-7082, la mayoria
del tejido tumoral remanente mostraba necrosis, apoptosis y hialinizacion, y las
células tumorales remanentes estaban arrestadas. Los datos in vitro mostraron que la
activacion de p42/p44 MAPK es esencial para la proliferacion inducida por TNFa,
pero podria involucrar la participacion de otro factor de transcripcion, diferente de
NF-xB. Por lo tanto, la via de p42/p44 MAPK podria ser la responsable de la
supervivencia celular en el tumor marginal.

Otro hallazgo novedoso de nuestro trabajo es que demostramos que el TNFa
es capaz de promover y mantener el crecimiento de un tumor previamente reportado
como dependiente de progestiagenos (Kordon et al, 1990). Estos son conocidos por
estar involucrados en la tumorigénesis mamaria (Clarke y Sutherland, 1990). Nuestros
resultados podrian ser utiles para dilucidar posibles entrecruzamientos entre los
caminos de sefializacion del TNFa y de los progestagenos. Experimentos preliminares
realizados en nuestro laboratorio, en los cuales hemos estudiado la expresion del
receptor de progesterona mediante un ensayo de union a una dosis saturante simple
del agonista del RP, R5020-[*H], revelaron que el TNFo aumenta el nimero de sitios
de union de R5020 en células C4HD y T47D a las 48 de tratamiento (datos no
mostrados). Esto sugiere que el TNFa podria sensibilizar a las células de tumor de
mama a los efectos de los progestagenos, mediante un aumento del receptor de
progesterona. De manera reciproca, el tratamiento con MPA indujo un aumento de la
secrecion de mTNFa al medio condicionado de cultivos primarios del tumor C4HD,
medido por la técnica de ensayo de inmunoabsorcion ligado a la enzima (ELISA).
Otra evidencia de la secrecion de TNFa al medio de cultivo la obtuvimos al estimular
a las células C4HD con hTNFa. Mediante la utilizacion de un array de citoquinas por
Western blot comprobamos que el tratamiento con hTNFa indujo un aumento de 8
veces en la secrecion de mTNFa en comparacion con el control (datos no mostrados).
Estos resultados ponen en evidencia la importancia que tendria el TNFa en el
desarrollo del tumor in vivo, dado que los progestagenos inducirian la produccion de
TNFa, y éste a su vez generaria un loop autocrino como el que fue reportado que

existe en células de cancer de ovario (Wu et al, 1993; Kulbe et al, 2007).
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Adicionalmente, de acuerdo con nuestros resultados obtenidos en el mencionado
array de citoquinas, el TNFa induce la regulacion de varias citoquinas y
quimioquinas, entre las cuales se puede mencionar a RANTES (2 veces de induccién
vs. control), al interferén-y (6 veces de induccion), a la IL-6 (2 — 3 veces de
induccion), y al factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, 2,5 veces de
induccion). El aumento de las mencionadas citoquinas y quimioquinas generaria un
ambiente inflamatorio, propicio para el crecimiento del cancer de mama.

En conclusion, en este trabajo hemos caracterizado, por primera vez, las vias
de sefalizacion involucradas en el efecto mitogénico del TNFa en células de cancer
de mama murino y humano, y la regulaciéon de genes responsables de ese efecto.
Demostramos que el TNFa actia como un factor promotor del crecimiento a través de
la activacion de JNK, p42/p44 MAPK y PI3-K/Akt, los cuales fueron activados tanto
por TNFR1 como por TNFR2. También mostramos que el NF-kB es un factor
transcripcional clave para la proliferacion inducida por TNFa, y que el mismo es
activado por JNK y Akt principalmente y parcialmente por p42/p44 MAPK.
Remarcablemente, hemos mostrado por primera vez que un tumor sélido establecido
puede ser inhibido mediante el bloqueo de NF-kB a través de la administracion de un
inhibidor farmacoldgico especifico. Estudios previos sobre la inhibicion de NF-«xB in
vivo han usado células transfectadas con una mutante no-degradable de IkBa, que
previene la translocacion al nucleo de NF-xB (Luo et al, 2004). Otra estrategia
ampliamente utilizada ha sido la administracion de inhibidores selectivos de NF-kB al
mismo tiempo, o incluso varios dias antes del desafio con el tumor (Park et al, 2007;
Matsumoto et al, 2005). Es oportuno mencionar que en el modelo descripto aqui,
hemos tratado un tumor de mama establecido, de manera similar a lo que ocurre en la
clinica y que la administracion de drogas inhibidoras de NF-kB es mas simple y
eficiente que la transferencia génica in vivo. Teniendo en cuenta que la actividad
constitutiva de NF-kB correlaciona con una alta probabilidad de mestastasis y mal
pronostico en pacientes con cancer de mama (Biswas et al, 2004), la administracion
de inhibidores farmacoldgicos de NF-kB podrian ser utiles como adyuvantes para
terapias existentes, para destruir a las células tumorales de manera mas eficiente y

selectiva.
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El TNFa induce la transactivacion del RTK-I ErbB-2 mediante la activacion de
la quinasa c-Srec.

En el Capitulo II de esta Tesis Doctoral se demostro por primera vez que el TNFa es
capaz de transactivar a ErbB-2 en células de cancer de mama, por lo tanto se convierte
en otro actor en el escenario de la actividad oncogénica de ErbB-2. Hemos desglosado
los mecanismos moleculares involucrados en la proliferacion de las células de cancer
de mama que sobreexpresan ErbB-2 inducida por TNFa demostrando que el TNFa
activa a c¢-Src de manera dependiente de PKC e induce la autofosforilaciéon de ErbB-2
y la fosforilacion en el residuo Tyr 877. Esta activacion desencadena la formacion del
heterodimero ErbB-2/ErbB-3, la activacion de PI3-K/Akt y la activacion
transcripcional de NF-«xB llevando a la proliferacion de las células de cancer de mama

(Fig. 58).

Ciclina D1
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<« Fig. 58 Modelo de transactivacion de ErbB-2 e induccion de la proliferacion por TNFa en
células de cancer de mama. El TNFa se une a su receptor, TNFR, y activa a la proteina quinasa C
(PKC), la cual activa a c-Src. Esta quinasa es capaz de fosforilar a ErbB-2 en el residuo Tyr877. ErbB-
2 se autofosforila en el residuo Tyr1222 induciendo la heterodimerizacion de ErbB-2 y ErbB-3, la
fosforilacion de ErbB-3 y el subsiguiente reclutamiento de la subunidad p85 de PI3-K. Este evento
permite la activacion de Akt que lleva a la activacion del factor de transcripcion NF-«kB y al
consecuente aumento de expresion de ciclina D1 y de la proliferaciéon celular. La cascada de las
MAPKSs depende de la activacion de c-Src pero no de la activacion de ErbB-2.

Trabajos previos referidos a la transactivacion de ErbB-2 mediante ligandos no
clasicos han mostrado que la misma puede proceder a través de dos mecanismos
alternativos: uno involucra la activacién indirecta de la quinasa a través de la
fosforilacion intracelular de dominios de ErbBs en residuos tirosina, y el otro
involucra la activacion de MMPs que clivan ligandos de ErbB unidos a membrana
(como el factor semejante al EGF unido a heparina) liberandolos para la union de
ErbBs (Eisenberg et al, 2004; Grant et al, 2002). De acuerdo con el primer
mecanismo, existen reportes que muestran que la prolactina produce la
transactivacion de ErbB-2 a través de la activacion de Jak2 y que el factor SDF-1a lo
hace a través de la activacion de Src (Cabioglu et al, 2005; Yamauchi et al, 2000).
Como se describié previamente (Kim et al, 2005), la activacion de c-Src es
dependiente de ErbB-2, pero también ha sido mostrado recientemente que c-Src en si
misma tiene un rol como activador de ErbB-2. c¢-Src puede interaccionar directamente
con el dominio catalitico de ErbB-2 (Kim et al, 2005; Belsches-Jablonski et al, 2001)
y fosforilar a ErbB-2 en el residuo Tyr877/927 perteneciente al loop de activacion del
dominio quinasa, estabilizandolo en una conformacion abierta y extendida que
aumenta la actividad quinasa intrinseca (Xu et al, 2007). En el presente trabajo
mostramos que el TNFa induce un aumento de la fosforilacion del residuo
Tyr877/927 de ErbB-2 en células humanas BT-474 y SK-BR-3 y murinas C4HD,
efecto que fue completamente bloqueado por PP2, inhibidor de la familia de quinasas
Src. La inhibicion farmacologica de c-Src, la fosforilacion de c-Src en Tyr416 por
tratamiento con TNFa y la fosforilacion in vitro de ErbB-2 en presencia de c-Src
estimulada por TNFo sugieren fuertemente que c-Src es la proteina quinasa
mediadora de la transactivacion de ErbB-2 inducida por TNFa. Por otro lado, hemos
mostrado evidencias de que PKC es un activador jerarquico de c-Src, dado que el
tratamiento con GF109203X bloqued la activacion de c-Src y la fosforilacion de

ErbB-2 en Tyr877/927 inducidas por TNFa. Existen ciertos reportes que indican que
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el TNFa es capaz de activar a c-Src. Por ejemplo, la inducciéon del promotor de
ICAM-1 en células epiteliales A549 (Huang et al, 2003a) y la expresion de MMP-9 en
células musculares lisas traqueales humanas son ambas dependientes de la activacion
de c-Src por estimulacion con TNFa (Lee et al, 2007). Recientemente fue demostrado
que el TNFR1 estd constitutivamente asociado con c-Src y que el TNFa induce el
reclutamiento de c-Src adicional y aumento de su actividad en células HEK293 y
MCF-7 (Pincheira et al, 2008). Todas estas evidencias estan de acuerdo con nuestros
resultados, lo que implica que caminos de sefializacion similares serian activados en
c€lulas de céancer de mama que sobreexpresan ErbB-2. Por otro lado, la
transactivacion de EGFR por TNFa es un mecanismo bien documentado que
involucra la activacion de MMPs, en particular de la enzima convertidora de TNFa,
que libera ligandos de EGFR (Lee et al, 2007; Chokki et al, 2006; Chen et al, 2004).
Este mecanismo también puede proceder a través de receptores acoplados a proteina
G mediante miembros de la familia de proteasas ADAM (Fischer et al, 2003). Sin
embargo, en este trabajo no hemos detectado ninguna evidencia que apoye que la
transactivacion de ErbB-2 inducida por TNFa proceda mediante el clivaje de ligandos
de ErbB unidos a membrana. No detectamos tampoco fosforilacion de EGFR en
células SK-BR-3 tratadas con TNFa. El pre-tratamiento con GM6001, un inhibidor de
amplio espectro de MMPs, no modifico la fosforilacion de ErbB-2 inducida por TNFa
en cé¢lulas C4HD ni SK-BR-3. Ademas, el bloqueo de la union de ligandos a ErbB-3 y
ErbB-4 mediante el uso de anticuerpos no previno la proliferacion inducida por
TNFa. Estos resultados muestran que no solo SDF-la y leptinas (Cabioglu et al,
2005; Eisenberg et al, 2004) sino también el TNFa puede transactivar a ErbB-2 a
través de un mecanismo que involucra la activacion de c-Src a través del cual el
potencial oncogénico de ErbB-2 es aumentado de manera independiente de ligandos
de la familia ErbB.

Ademas nos preguntamos si el TNFa estaria promoviendo una interaccion
fisica entre el ErbB-2 y TNFRs. Nuestros intentos de detectar una asociacion entre
ErbB-2 y TNFR en inmunoprecipitados o mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal no fueron exitosos, sugiriendo que la transactivacion de ErbB-2
es un proceso indirecto. En el futuro, seria interesante identificar los componentes de
este camino de sefializacion mediante estudios de protedmica. En linea con estos
resultados también ha sido reportada la ausencia de asociacion entre ErbB-2 y otros

receptores para ligandos como CXCR4, receptores de leptinas y el receptor de
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prolactina, que inducen su transactivacion (Cabioglu et al, 2005; Eisenberg et al,

2004).

La activacion del factor de transcripcion NF-kB por TNFa requiere de la
presencia de un ErbB-2 funcional.

Uno de los hallazgos mas excitantes del presente estudio ha sido la
demostracion de que el TNFa es capaz de utilizar a ErbB-2 como un componente de
su sefializacion en la generacion de sefiales mitogénicas. De hecho, la activacion de
PI3-K/Akt y NF-xB y la proliferacion celular inducida por TNFa requieren un ErbB-2
funcional. Esta conclusion estd basada en la observacion de que la inhibicion
farmacologica de ErbB-2 por AGS825, la transfeccion con ErbB-2-KN o ErbB-2-
Y877F o la disminucién de la proteina ErbB-2 mediante la estrategia de siRNA
inhibieron la capacidad de TNFa de activar a NF-kB. Ademas, la reconstitucion de
ErbB-2 mediante transfeccion recuperd la activacion de NF-kB inducida por TNFa
que habia sido perdida mediante el uso de siRNA ErbB-2, mostrando que este
receptor tirosina quinasa es esencial para la activacion de NF-kB por TNFa.

En este trabajo también mostramos que el TNFa es capaz de aumentar la
actividad tirosina quinasa intrinseca de ErbB-2 que lleva a la activacion de ErbB-3, a
la formacion del heterocomplejo ErbB-2/ErbB-3 y al reclutamiento de P13-K al ErbB-
3. Aunque es ampliamente reconocido que la sobreexpresion de ErbB-2 confiere
resistencia a los efectos apoptéticos del TNFa (Hudziak et al, 1988), los mecanismos
que promueven estos efectos han sido escasamente caracterizados. En ese sentido, se
ha demostrado que la sobreexpresion de ErbB-2 activa de manera constitutiva a la via
antiapototica Akt/NF-kB, confiriendo resistencia al TNFa en lineas celulares de
cancer de mama (Zhou et al, 2000). Por lo tanto, el bloqueo de la via de sefalizacion
de Akt o la disminucién de ErbB-2 mediante tratamiento con doxorrubicinia por
ejemplo sensibiliza a las células tumorales a los efectos citotoxicos del TNFa (Sleijfer
et al, 1998). Biswas y col. demostraron que la activacion de NF-kB se encuentra
predominantemente en el subgrupo de pacientes RE negativo/ErbB-2 positivo en
comparacion con RE positivos en tumores de mama humanos (Biswas et al, 2004).
Recientemente, este grupo demostrd que la activacion de NF-kB en ese subgrupo de
cancer de mama es esencial para la tumorigénesis y la progresion tumoral (Singh et al,
2007). En este trabajo, nosotros demostramos que el TNFa puede activar a ErbB-2 y

usarlo como un intermediario para promover la activacion de NF-«kB sobre el nivel de
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activacion constitutiva, adicionando un nuevo estrato de complejidad a la sefalizacion
de tumores que sobreexpresan ErbB-2.

Una vasta evidencia ha establecido que ErbB-2 es un mediador clave de
supervivencia y crecimiento celular y la sobreexpresion del mismo se encuentra en un
16,8 — 25 % de pacientes con cancer de mama siendo un pardmetro de mal prondstico
y curso agresivo de la enfermedad (Frahm et al, 2007; Slamon et al, 1987). El primer
agente anti ErbB-2 usado en la prictica clinica es el anticuerpo monoclonal
humanizado trastuzumab (Herceptin™™) (Carter et al, 1992). Administrado solo como
primera linea de tratamiento en pacientes con cancer de mama metastasico, el
trastuzumab muestra una respuesta global de 38% (Vogel et al, 2002) y ha sido
sugerido que un mecanismo posible de resistencia adquirida a trastuzumab podria
estar mediado por amplificacion de la sefializacion inducida por ligandos de ErbBs
(Ritter et al, 2007). En consecuencia, inhibidores de EGFR/ErbB-2 de bajo peso
molecular han avanzado a pruebas clinicas (Johnston et al, 2008). Estos compuestos
estan disefiados para inhibir el sitio de union a ATP de estos receptores, bloqueando
por lo tanto la actividad quinasa. Aqui nosotros reportamos que el TNFa es una
molécula, previamente inexplorada, con capacidad de transactivar a ErbB-2 y
demostramos que el tratamiento de células de cancer de mama humano con
trastuzumab no fue efectivo para inhibir la activacion transcripcional de NF-kB
inducida por TNFa. Sin embargo, tanto la transactivacion de ErbB-2 por TNFa que
conduce a la activacion de NF-kB como la proliferacion celular, pudieron ser
bloqueadas mediante el uso de inhibidores de la fosforilacion de ErbB-2 como el

AG825.

Agentes anti TNFa, como el etanercept, podrian ser utiles en el tratamiento de
tumores de mama resistentes a los efectos de trastuzumab.

Notablemente, en esta Tesis se demostrd que el tratamiento con agentes anti
TNFa, como la proteina de fusion etanercept, podrian ser opciones validas para el
tratamiento del cancer de mama que sobreexpresa ErbB-2. Resulta ain mas notorio
que el tratamiento combinado de trastuzumab + etanercept disminuyd el crecimiento
del tumor de mama humano JIMT-1, creciendo en ratones nude, que es resistente al
tratamiento con trastuzumab o lapatinib (Koninki et al, 2010). Estos resultados
apoyan la hipotesis de que el TNFo induciria resistencia a los efectos

antiproliferativos del trastuzumab, dado que los ratones que recibieron etanercept
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recobraron la sensibilidad al trastuzumab. Aunque no hemos caracterizado en
profundidad el mecanismo mediante el cual el etanercept podria recuperar la
sensibilidad al trastuzumab, es llamativo que la presencia de etanercept indujo un
aumento en la marcacion de ErbB-2 en membrana plasmatica determinada por
inmunohistoquimica. Ese hallazgo sugiere la posibilidad de que la presencia de
etanercept aumente la biodisponibilidad de ErbB-2, incluso sin inducir un aumento en
la proteina per se, que genere que mas trastuzumab pueda unirse al ErbB-2.

Estos hallazgos en conjunto sugieren fuertemente que los pacientes que ya han
sido tratados con trastuzumab, y no muestran respuesta clinica, podrian beneficiarse
de una terapia combinada agregando etanercept al esquema de tratamiento. Una de las
ventajas que tendria el uso del etanercept para el tratamiento del cancer de mama, es
que se trata de una droga que se encuentra actualmente en el mercado y que ya ha
pasado por las fases clinicas para su administracion en pacientes. El etanercept es
utilizado en la clinica médica para el tratamiento de la artritis reumatoidea, dado que
el TNFa es un mediador de los procesos inflamatorios que se producen en los
cartilagos de esos pacientes, y presenta, en general una buena tolerancia: el efecto
secundario mas comun que se ha observado en pacientes que recibieron etanercept
durante largos periodos de tiempo es una mayor propension a contraer infecciones,
siendo las mds comunes las infecciones de las vias respiratorias superiores y las
sinusitis. Si bien nosotros no hemos observado ningiin cambio apreciable en higado,
pulmoén, bazo y rifion mediante analisis histopatoldgico, quedarian por determinar los
efectos adversos de la administracion conjunta del etanercept y el trastuzumab en
mayor detalle.

En resumen, nuestros hallazgos muestran por primera vez que el TNFa,
independientemente de ligandos de ErbBs, es capaz de transactivar a ErbB-2, un
requisito obligatorio para la activacion transcripcional de NF-«xB y la proliferacion de
células de cancer de mama inducida por TNFa. Aun cuando se ha demostrado que el
TNFa esta presente en un alto porcentaje de tumores de mama (Garcia-Tunon et al,
2006), el valor eventual pronostico del mecanismo descripto en este trabajo en una
terapia anti ErbB-2 aun no ha sido establecido. Nuestros hallazgos pueden contribuir a
explicar el mecanismo molecular de la resistencia al tratamiento con trastuzumab
observado en la clinica, e hipotetizamos que la falta de repuesta a la terapia con

anticuerpos monoclonales en pacientes con cdncer de mama que sobreexpresan ErbB-
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2, podria deberse a que dichos tumores tienen aumentada la via de sefializacion del

TNFa.
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