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“Luego reflexiono que la realidad no suele coincidir con las
previsiones; con Iégica perversa infirio que prever un detalle
circunstancial es impedir que éste suceda. Fiel a esa débil
magia, inventaba, para que no sucedieran, rasgos atroces;
naturalmente, acabé por temer que esos rasgos fueran

proféticos.”

EL milagro secreto, Jorge L. Borges
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ABREVIATURAS

AINE
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ARNhc
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COX
COX-1/-2
Cxb
DMC
EGF
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IL

LPS
MAPK
MMP
NF-kB
pAkt
PG
PGES
PGHS
PLA,
POX
p-p38
PTGS

RASF
ROS/RNS
SFB
TNF-a
uPA

antiinflamatorio no esteroide (una buena parte de la bibliografia incluye en esta
categoria a los inhibidores clasicos de la ciclooxigenasas, como la aspirina, la
indometacina, el ibuprofeno, etc., mientras que dejan el celecoxib y demads
inhibidores selectivos de la COX-2 fuera de ella; en este trabajo utilizamos la sigla
en forma general incluyendo todos los inhibidores de las ciclooxigenasas)

proteina activadora 1

artritis reumatica

ARN horquillado corto (shRNA, short hairpin RNA en inglés)
carcinoma ductal in situ

sitio con actividad de ciclooxigenasa de la PGHS
ciclooxigenasa-1 /-2

celecoxib

dimetilcelecoxib

factor de crecimiento epidérmico

receptor de prostaglandina E

interleuquina (IL-1, IL-6)

lipopolisacarido

guinasa activada por mitégenos
Metaloproteasa (MMP-2, MMP-9, MMP-14)
factor nuclear del gen de la cadena kappa liviana en linfocitos B
Akt fosforilado

prostaglandina

sintasa de prostaglandina E

sintasa de hidroperdxidos de prostaglandinas
fosfolipasa A,

sitio con actividad peroxidasa de la

p38 fosforilado

sintasa de endoperodxidos de prostaglandinas, nombre oficial delos genes de las
ciclooxigenasas

fibroblastos del sinovios de artritis reumatica, segun sus siglas en inglés
especies reactivas del oxigeno/nitrégeno

Suero fetal bovino

factor de necrosis tumoral alfa

activador del plasmindgeno tipo uroquinasa







RESUMEN

ROL DE LA CICLOOXIGENASA-2 EN LA PROGRESION DE TUMORES DE
PULMON Y MAMA

Diversos tipos de tumores poseen elevados niveles de expresidn de la ciclooxigenasa-2 y
de produccién de prostaglandinas. El uso de los antiinflamatorios no esteroides resulté
beneficioso en el tratamiento de distintos modelos tumorales, a veces
independientemente de la expresidon de las ciclooxigenasas, sus blancos primarios.
Nuestro objetivo en este trabajo de tesis fue estudiar el papel de la COX-2 en la
progresion de distintos modelos tumorales. Utilizamos el adenocarcinoma de pulmén
murino LPO7 y hallamos que la COX-2 es un componente importante del comportamiento
maligno de estas células. En este modelo, la inhibicidon de la COX-2 redujo el crecimiento
del tumor primario y el desarrollo metastasico asi como también los sindromes
paraneopldsicos provocados por el tumor. La COX-2 y la PGE, tienen un papel clave en la
modulacién de la supervivencia de las células LPO7, que ejerce modulando las actividades
de las quinasas Akt y p38, asi como también la actividad del factor de transcripcion NF-
kB. En los adenocarcinomas de mama murinos LM3 y LMM3 la importancia de la COX-2
es menos relevante, ya que si bien el uso de un inhibidor selectivo de esta enzima, el
celecoxib, produjo esencialmente los mismos resultados que en las células LP0O7, un
analogo carente de actividad inhibitoria se comporté de manera similar. La PGE, exdgena
no revirtié ninguno de los efectos del celecoxib. En estas células, la modulacion de la
biologia tumoral involucré también un aumento de la apoptosis y el arresto del ciclo
celular posiblemente mediado por p21 y p27. Finalmente, utilizamos un modelo mas
complejo, con el cocultivo de células de un carcinoma ductal in situ de mama humano y
fibroblastos inflamatorios de artritis reumatica. Las células del CDIS MCF10DCIS.com no
expresan COX-2, la cual es inducida cuando son cocultivadas con los fibroblastos de AR.
Encontramos que los fibroblastos inducen la progresidon hacia el carcinoma invasivo, en
parte modulada por la COX-2, cuya inhibicidon disminuyd los niveles de la MMP-14 y la
actividad de la MMP-9. La inhibicion de la COX-2, el NF-kB y la MMP-9 redujo la
capacidad invasiva de las células MCF10DCIS.com inducida por las interacciones con los
fibroblastos inflamatorios. En conjunto, este trabajo sugiere la utilidad de los inhibidores
de la COX-2 para el tratamiento de la progresién tumoral y la participacion de esta
enzima en la modulacion del comportamiento de algunos tumores ya sea mediante su
expresion constitutiva o inducida por un microambiente inflamatorio.

Palabras clave: ciclooxigenasa-2, adenocarcinomas de mama, adenocarcinoma de
pulmdn, antiinflamatorios no esteroides, supervivencia, Akt, p38, fibroblastos
inflamatorios, carcinoma ductal in situ de mama, microambiente tumoral




ABSTRACT

ROLE OF CYCLOOXYGENASE-2 IN THE PROGRESSION OF TUMORS OF THE
LUNG AND THE MAMMARY GLAND

COX-2 expression is increased in a number of tumors along with elevated PG production.
NSAID treatment was found to have antitumor properties in different types of cancers,
although the dependency of COX-2 inhibition remains controversial, in spite of being
their primary target. We aimed to study the role of COX-2 in tumor progression using
different cancer models. We found that COX-2 is a key player for the malignant behavior
of the LPO7 murine lung adenocarcinoma. COX-2 inhibition delayed not only tumor
growth but also the metastatic outcome and the development of paraneoplastic
syndromes. COX-2 and PGE, were found to have an important role for LPO7 cell survival
by modulating the Akt and p38 kinase activities and the transcription factor NF-kB. The
relevance of COX-2 activity in the murine mammary adenocarcinomas LM3 and LMM3
was somewhat less important. The COX-2 specific inhibitor celecoxib renders nearly the
same outcome in these cells than in LPO7 cells. However the closely related analogue
dimethyl-celecoxib, devoid of COX-2 inhibitory activity, was found to be equally effective.
Moreover, exogenously added PGE, did not revert the effect of celecoxib. The antitumor
properties also involved an increased apoptosis and the cell cycle arrest possibly
modulated by p21 and p27. Finally, we studied the role of COX-2 in mediating the
interaction between breast cancer epithelial cells and inflammatory fibroblasts leading to
the transition between DCIS and invasive carcinoma. The MCF10DCIS.com cells express
COX-2 upon coculture with rheumatoid arthritis synovial fibroblasts. We found that
RASF-induced progression to invasive carcinoma involved in part the induction of COX-2
expression, and that MMP-14 levels and MMP-9 activity were reduced by COX-2
inhibition. The increased invasiveness of MCF10DCIS.com cells acquired though the
interaction with the inflammatory fibroblasts were lowered by COX-2, MMP-9 or NF-kB
inhibition. Taken together, these results suggest COX-2 inhibitors are useful antitumor
drugs and the key role for COX-2 in modulating the behavior of some tumors by being
either constitutively expressed or induced by an inflammatory stroma.

Keywords: cyclooxygenase-2, mammary adenocarcinomas, lung adenocarcinoma, non-
steroidal anti-inflammatory drugs, survival, Akt, p38, inflammatory fibroblasts, ductal
carcinoma in situ of the breast, tumor microenvironment




INTRODUCCION

A pesar de los avances en la terapia del cancer de pulmodn, sélo un 15/ de los pacientes
tienen una supervivencia mayor de cinco afios luego del diagndstico®. El habito tabaquico
es un factor de riesgo predominante para el desarrollo de cancer de pulmdn, con un
riesgo relativo de 10-30 en comparacion con individuos no fumadores. Esta directamente
asociado al cancer de pulmén en el 90/ de las mujeres y el 79/ de los hombres®. Los
fumadores pasivos, ahora llamados fumadores ambientales o de segunda mano, también
tienen un riesgo incrementado®. Dado que el nimero de fumadores es todavia
considerable®, no se prevé un descenso importante de su incidencia durante varios afios.
En Argentina, la tasa anual de mortalidad por cancer de pulmdn en el periodo 1990-2005
fue de 31,9 hombres y 7,5 mujeres por cada 100.000 habitantes”. El factor de riesgo
ocupacional mds comun es la exposicion al asbesto®. Otras enfermedades pulmonares
preexistentes, como la enfermedad obstructiva pulmonar crénica, la fibrosis pulmonar
idiopatica y la tuberculosis se asocian a un incremento del riesgo de padecer cancer de
pulmdn.

Existen dos tipos principales de cdncer de pulmdén: microcitico (14/) y no microcitico
(85/). A pesar de los avances en la deteccidn precoz y en el tratamiento, el carcinoma de
pulmdn no microcitico es frecuentemente diagnosticado en estadios avanzados y tiene
un prondstico malo. El cancer de pulmdn no microcitico puede ser dividido en tres tipos
histolégicos principales: carcinoma epidermoide (que incluye al de células escamosas),
adenocarcinoma (incluyendo al bronquioloalveolar) y cancer de pulmén de células
grandes. El habito tabaquico puede ser el agente etioldgico de todos los tipos de cancer
pulmonar, pero esta ligado principalmente al carcinoma microcitico y al carcinoma
escamoso. El adenocarcinoma es el tipo mas comun en pacientes que nunca han fumado.

Los tumores de pulmon se presentan, a veces, con sintomas y signos que no estdn
relacionados con un efecto fisico del tumor primario o sus metastasis, y que por tal, son
llamados sindromes paraneoplésicose. En ocasiones, la existencia de estos sindromes se
detecta antes que la presencia del tumor que los origina, y por lo tanto contribuyen a su
diagnéstico. La caquexia es uno de esos sindromes paraneoplasicos y se caracteriza por
un marcado descenso de peso, anorexia, astenia, y anemia. Es el resultado de una
respuesta inflamatoria sistémica que tiene entre sus mediadores moleculares y factores
catabdlicos a las citoquinas proinflamatorias interleuquina-1 (IL-1), factor de necrosis
tumoral o (TNF-a) e interleuquina-6 (IL-6)" .

Los tumores de pulmén clinicamente detectables tienen multiples alteraciones tanto

9,10

genéticas como epigenéticas (mas de 20 por tumor)™ ~. Un cierto numero de factores de




crecimiento y sus receptores se expresan anormalmente en los tumores de pulmoén, ya
sea en las propias células tumorales o en las estromales adyacentes, y producen, de
manera autécrina o pardcrina, sefiales que estimulan el crecimiento celular, y son por lo
tanto, sistemas auténomos. Varios de estos factores son codificados por protoncogenes
gue se activan durante el desarrollo de la neoplasia pulmonarll. La familia de ErbB
comprende un grupo de receptores transmembranarios con actividad de quinasa de
tirosinas, que junto con sus ligandos constituye uno de estos potenciales sistemas de
regulaciéon auténomos, en particular para el cancer de pulmoén no microcitico. Dos
miembros de esta familia son importantes en el cancer de pulmodn: el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB1) y el receptor HER2/neu (ErbB2), que se
expresan independientemente uno de otro en el cancer de pulmén no microcitico™.
Luego de la unién de su ligando, los receptores ErbB homodimerizan o heterodimerizan,
e inducen la actividad de quinasa intrinseca que inicia la cascada de sefalizacién de las
guinasas activadas por mitégenos (MAPK). El EGFR regula la proliferacion epitelial y la
diferenciacién. El HER2/neu se expresa de manera aumentada en el 30/ de los tumores
no microciticos’, especialmente en los adenocarcinomas. Los altos niveles de expresion
de HER2/neu se asocian con el fenotipo de resistencia multiple a las drogas
quimioterapéuticas y a un potencial metastasico mayor en el cancer no microcitico™ 2.
Otras mutaciones comunes en el carcinoma no microcitico, pero practicamente
indetectables en el microcitico, se encontraron en el protooncogén RAS (10-15/ de los
tumores), especialmente en los adenocarcinomas (20-30/ )10. La familia RAS codifica una
proteina G asociada a la membrana plasmatica que regula vias de sefalizacién de
diferenciacién, proliferacion y supervivencia. El 90/ de las mutaciones halladas en este
oncogén, en cancer de pulmén, se dan en la variante KRAS.

En cuanto a los genes supresores de tumor, las mutaciones en p53 son las mas comunes
en el cancer de pulmén (807 de los tumores microciticos, 50/ de los no microciticos)™.
La proteina p53 se estabiliza en respuesta a estimulos como la activacién de oncogenes,
la hipoxia o el dafo al ADN. Su actividad como factor de transcripcion es necesaria para la
expresion de genes involucrados en el arresto del ciclo celular, con el fin de permitir la
reparacion del dafio al ADN o el inicio de la apoptosis.

A nivel mundial, el cancer de mama es una de las principales causas de muerte debidas a
neoplasias malignas en mujeres’. A pesar de haberse realizado grandes avances en el
diagnéstico y el tratamiento, todavia existen problemas de indole clinica y cientifica por
resolver. Estos estan relacionados con la deteccidn de potenciales pacientes susceptibles
de tratamientos preventivos, la determinaciéon de las causas de la progresion y la
recurrencia, la seleccién del tratamiento adecuado y la prevencion de la resistencia a la




terapia. Cada uno de estos problemas es dificil de resolver por el hecho de que el cancer
de mama no es una enfermedad Unica sino heterogénea tanto a nivel molecular como

s 16, 17
clinico™®

. El estudio de la expresidon génica de un gran nimero de tumores por diversos
grupos de investigacién y de manera independiente, permitié la clasificacién del cancer
de mama en cinco subtipos diferentes a nivel molecular: 1) de tipo basal, 2) luminal A, 3)
luminal B, 4) positivo para HER2 pero negativo para el receptor de estrégeno y 5) tipo
mama normal®®. Estos subtipos son evidentes en etapas tempranas de la carcinogénesis

mamaria, lo que sugiere distintas vias para la progresion de cada uno de ellos.

La historia natural del cdncer de mama involucra la progresion a través de etapas
definidas tanto clinica como patolégicamente. El modelo lineal de la carcinogénesis
mamaria comienza con la hiperproliferacion ductal, evolucion hacia carcinoma in situ
(DCIS), carcinoma invasivo y finalmente metastasico® (Fig. 1). Uno de los eventos criticos
y menos comprendidos en la progresion del cancer de mama es la transicidon entre el
CDIS y el invasivo y la diseminacion metastasica. Hasta ahora no se encontraron
evidencias de componentes genéticos subyacentes en dicha transicidn, lo que sugiere
modificaciones epigenéticas y/o factores paracrinos aportados por el estroma.

Se desconoce la etiologia exacta del cancer de mama, pero la historia familiar es un
factor de riesgo muy importante, que implica factores hereditarios. Se conocen
mutaciones germinales que incrementan la susceptibilidad en los genes BRCA1, BRCA2 y
TP53 (p53)19’ 20 pero sélo dan cuenta de un porcentaje menor de casos. Es amplio el
numero de diferentes mutaciones encontradas en distintos genes de tumores de mama,
pero excepto para los casos de las vias de la PI3K/Akt/PTEN, p53 y el NF-kB, la frecuencia
de cada una de ellas es muy baja21.

La inflamacién es la principal reaccion de la inmunidad innata para defender al
organismo frente a los patogenos. Ademas de las infecciones bacterianas y virales, las
injurias fisicas como la radiaciéon UV y las quimicas como las producidas por las especies
reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS), pueden inducir la inflamacion de los
tejidos®>. Tales estimulos activan sefiales intracelulares que regulan la expresiéon de
citoquinas proinflamatorias como la interleuquina-1f (IL-1B), el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) y la interleuquina-6 (IL-6), junto con quimioquinas y moléculas de
adhesidén celular, para promover el reclutamiento y la activacion de células del sistema
inmune?. Los procesos de inflamacién aguda son normalmente autolimitantes, dado que
la produccion de citoquinas proinflamatorias promueve la liberacién de otras citoquinas
antiinflamatorias a medida que la causa de la inflamacion desaparece. Si el estimulo
causante de la reaccidon no es eliminado o falla su autolimitacion, la inflamacion se
transforma en crénica®. Diversas enfermedades estan asociadas a la persistencia de la
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Fig. 1. Modelo de carcinogénesis mamaria. CDIS: carcinoma ductal in situ; CDI: carcinima ductal invasivo.




2428 | 3 inflamacion cronica se caracteriza por

respuesta inflamatoria, entre ellas el cancer
un dafo tisular sostenido, proliferacién celular inducida por ese dafio, y reparacion
tisular. En este contexto, la proliferacién celular correlaciona con la metaplasia, un

2 s . . .
%30 Al qgue sucede cronoldgicamente la displasia, un

cambio reversible del tipo celular
desorden de la proliferacion celular que lleva a la produccién de células atipicas. Las
displasias son el estadio previo al carcinoma, dado que normalmente se encuentran

7 1
adyacentes a éstos>.

Las primeras evidencias de la conexion entre la inflamacidn crénica y el cancer datan de
1863 con las observaciones de Rudolf Virchow acerca de la ocurrencia frecuente de
tumores en sitios de irritacion crénica®2. Sin embargo, el estudio de esta relacién no fue
retomado hasta hace unas décadas, con el hallazgo de asociaciones estrechas entre la

3335 por ejemplo, el

incidencia de distintos tumores y la inflamacién subyacente
desarrollo de carcinomas de estdmago, higado, prdstata y pancreas se ha vinculado a la
inflamacién inducida por la presencia de Helicobacter pylori, la hepatitis crénica, la

30, 36, 37
*2 2 Los

atrofia inflamatoria de la préstata y la pancreatitis crénica, respectivamente
pacientes que sufren de desdrdenes inflamatorios del colon, como colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn, tienen un riesgo mayor de desarrollar cdncer de colon®!, mientras

gue el tratamiento de la colitis con drogas antiinflamatorias reduce ese riesgo38.

Distintas hipdtesis no excluyentes indican que la inflamacién podria modular diferentes

1*°. Diferentes células de la inmunidad innata (mastocitos,

etapas de la progresidon tumora
neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, etc.) son reclutados a los sitios de infeccidn e
inflamacién. En respuesta a los estimulos proinflamatorios, estas células activadas
generan ROS y RNS, que pueden iniciar el proceso de la carcinogénesis promoviendo el
dafio del ADN y aumentando, de esta manera, la tasa de mutaciones™ (Fig. 2). La
exposicion a radicales libres puede modificar proteinas de manera postraduccional y
alterar la funcionalidad de los productos proteicos de genes supresores de tumor como
p53 y Rb™ *2. Dado que se requieren de mas eventos genéticos y epigenéticos que una
Unica mutacién para convertir células iniciadas en células transformadas malignamente,
en la etapa de la promocién tumoral, estos mismos mecanismos contindan estimulando
el proceso de la carcinogénesis (Fig. 2). Pero ademas, la inflamacion contribuye con la
produccion de factores de crecimiento, como el epidérmico (EGF) y el fibroblastico (FGF),
gue provocan un desbalance entre sefiales proliferativas y de muerte celular, debido a la

334 | as citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-

44-46

activacion de vias de supervivencia
6) activan tales vias de supervivencia, favoreciendo la evasién de la muerte celular

El microambiente tumoral estd caracterizado por la infiltracion de diferentes tipos de
células del sistema inmune (células dendriticas, linfocitos, macréfagos, etc.) responsables
de la liberacion de citoquinas y otros factores que cumplen un papel favorecedor de la
progresion tumoral, por ejemplo, estimulando la angiogénesis o la ruptura de la
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Fig. 2. La inflamacidn actua en distintas etapas de la carcinogénesis. Contribuye a la iniciacién tumoral induciendo el dafio al ADN
a través de intermediarios como las especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno (ROS/RNS) y por activacion de mecanismos
epigenéticos con el silenciamiento de genes supresores de tumor. Durante la promocién tumoral, las células inflamatorias
producen citoquinas y citoquinas que favorecen el crecimiento tumoral, la supervivencia celular y la capacidad angiogénica. Las
citoquinas producidas por las células inflamatorias o tumorales, reclutan nuevas células del sistema inmune hacia el
microambiente tumoral. En las etapas de progresion y metastdsica, las células inflamatorias contribuyen a la degradacién de la
matriz extracelular con la liberacién de enzimas proteoliticas. Las citoquinas y quimioquinas favorecen la transicion epitelio-
mesenquematica de las células tumorales. En todo momento, las células tumorales pueden contribuir a crear el microambiente
inflamatorio mediante la secrecién de citoquinas y quimioquinas, que a su vez pueden actuar de manera autdcrina.

Inflamacidn
inducida por la
terapia
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como
respuesta a Carcinogénesisy
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Procesos
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agentes progresion tumoral
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Inflamacion
asociada al tumor

Fig. 3. La inflamacion que contribuye al desarrollo y la progresion neopldsica tiene distintos origenes. Puede provenir por la
persistencia de estados inflamatorios preexistentes debido a la no resolucién de infecciones y a procesos autoinmunes.
Asimismo, la inflamacién puede deberse a la exposicion crénica a agentes ambientales (por ej. el asbesto) o ser inducida por la
terapia debido por ej. a la produccidn de una abundante necrosis. Por ultimo, el tumor puede reclutar células del sistema inmune
para crear un microambiente inflamatorio y secretar mediadores como citoquinas y quimioquinas para condicionarlo.




membrana basal y la invasion de los tejidos circundantes®. El hecho de la existencia de
un microambiente inflamatorio en tumores que no estdn epidemiolégicamente
relacionados con la inflamacion como agente etiolégico, sugiere que puede haber
eventos genéticos causales de la neoplasia que son responsables de la construccion de
tal medio inflamatorio®’ (Fig. 3). Existen diversas vias de sefializacién presentes en los
tumores entre los potenciales candidatos, como las del factor inducible por hipoxia
(HIF)** *8, 1a del factor de transcripcién NF-kB*>*

2- , . . . . .
Ras®>>>. Ademas de esta adecuacién de un microambiente inflamatorio que fomenta la

, y otras a partir de oncogenes como

progresion tumoral, las células tumorales pueden cooptar moléculas tipicamente
inflamatorias para incrementar su proliferacion, evadir la apoptosis, migrar e invadir (Fig.

, . . .. . . 33
3). Entre estas moléculas se encuentran citoquinas, quimioquinas y las prostaglandinas™
56-60

Las sintasas de endoperodxidos de prostaglandinas (PTGS), de hidroperdéxido de
prostaglandina (PGHS), o mas comunmente ciclooxigenasas (COX) son enzimas que
catalizan la sintesis de prostaglandinas (PG) a partir del acido araquiddnico. El producto
de las ciclooxigenasas se detectd por primera vez en el liquido seminal humano y debido
a que se pensé que era originado por la préstata, se las denominé prostaglandinas®’. El
primer paso de la sintesis de las PG es la hidrélisis de los fosfolipidos para liberar acido
araquiddnico, reaccién que es catalizada por la fosfolipasa A, (PLA,). Luego, la actividad
ciclooxigenasa (o bis-dioxigenasa, COX) de la PGHS cataliza la reaccidon del oxigeno
molecular con el 4cido araquiddnico para formar un intermediario inestable, la PGG,, que
es rapidamente convertida a PGH, por la actividad peroxidasa (POX) de la misma enzima
®l (Fig. 4). Diversas isomerasas especificas convierten la PGH, en las distintas PG

62-64 . . . .
. Existen dos isoformas ampliamente caracterizadas de

bioactivas y en tromboxano A,
la PGHS, COX-1 y COX-2. Ambas isoformas estan localizadas en la superficie luminal del

reticulo endoplasmatico y en la membrana nuclear, tanto interna como externa®.

La estructura cristalografica de ambas enzimas, ya sean humanas o murinas, es muy

similar®® ©’

. Luego del péptido senal, el extremo amino terminal de la proteina contiene
un moédulo Unico similar al del factor de crecimiento epidérmico (EGF), con uniones
disulfuro conservadas, que funciona como un dominio de dimerizacién. A continuacion
se disponen una serie de cuatro hélices anfipaticas que anclan la enzima a una de las
capas de la membrana fosfolipidica. La forma de insercidn en la membrana es tipica de la
COX-2. Lo que resta de la proteina hacia el extremo carboxilo terminal es el dominio
catalitico, que contiene dos sitios activos diferentes, para las actividades de
ciclooxigenasa y de peroxidasa, funcionalmente interconectados. El dominio catalitico
contiene hélices alfa conservadas entre las distintas especies, y un motivo que une al

grupo hemo, de manera similar a otras peroxidasa567. La entrada al sitio con actividad
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Fig. 4. Sintesis y efectos de las prostaglandinas. Una célula genérica se activa por trauma mecanico, citoquinas, factores de crecimiento u
otros estimulos inflamatorios. En tales condiciones aumenta la actividad de la fosfolipasa A,, que libera al 4cido araquidénico de los
fosfolipidos de la membrana. Las ciclooxigenasas convierten este acido araquiddnico libre en prostaglandina H,. De manera dependiente del
tipo celular, distintas enzimas metabolizan la PGH, para producir PGE;, PGD,, PGF,,, PGl, y el tromboxano A,. Estos prostanoides pueden
abandonar la célula por medio de transportadores y presumiblemente por difusion. Los prostanoides ejercen sus funciones de manera
autdcrina o paracrina a través de sus receptores EP1, EP2, EP3, EP4, DP1, DP2, FP, IP, TP, y TP;. En el grafico se muestran sélo algunos de los
muchos efectos de los prostanoides. Las prostaglandinas, ademas, podrian ejercer efectos intracrinos dentro del nicleo Adaptado de la
referencia 88..




COX se abre en la base del dominio de unién a la membrana y se prolonga como un largo
canal de aminodcidos mayormente hidréfobos®®, gue se interna profundamente dentro
del dominio catalitico®, estrechandose en la interfaz entre ambos dominios y limitando
el acceso al sitio activo. Este sitio COX acepta el acido araquidénico que se libera de la
membrana. Las drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINE) inhiben competitivamente
el sitio de la actividad de COX, con excepcidn de la aspirina, que la modifica
covalentemente. Aunque los sitios con actividad de ciclooxigenasa de la COX-1y la COX-2
son estructuralmente similares (85/ de homologia en contraste con el 65/ para la
proteina total), difieren en cuanto a su tamafio, mas grande en la COX-2, que posee un
bolsillo lateral sobre el estrechamiento mencionado. Este bolsillo estd bordeado por una
valina (V523) y posee una arginina (R513) en su base, en lugar de los mas voluminosos
histidina 513 (H513) e isoleucina 523 (1523) en la COX-1%. La existencia de este bolsillo
lateral permite la recepcién de moléculas inhibitorias con una estructura mas grande.
Una tercera sustitucion, de una isoleucina (1434) de la COX-1 por una valina (V434)"° en el
canal central, distal al sitio COX, contribuye ain mas a este incremento espacial. Esta
diferencia de tamafio permitié el desarrollo de inhibidores selectivos de la COX-2"".
Contrariamente al sitio COX, la actividad de peroxidasa esta ubicada del lado opuesto a la
membrana, en la superficie de la enzima y contiene al grupo hemo en su base.

En general, la COX-1 se expresa constitutivamente, mientras que la expresiéon de COX-2
es inducible en diferentes tipos de células” y no es detectable en la mayoria de los
tejidos en condiciones basales. Independientemente de la especie animal, el promotor
del gen de la COX-2 contiene una caja TATA candnica y varios elementos regulatorios de
la transcripcion, que responden a los factores NF-kB, NF-IL6/C/EBP, PEA3, NFAT y AP-173
(Fig. 5). Desde una perspectiva historica, el lipopolisacdrido (LPS) de bacterias Gram
negativas fue el primer inductor identificado de la expresiéon de COX-2 en macréfagos74.
Actualmente se conoce que muchos mediadores proinflamatorios inducen su expresién.
Especificamente, el LPS y otros ligandos de receptores tipo Toll (TLR) se unen a
receptores asociados a MyD88 e inducen al factor de transcripcién AP-1 mediado por la
via MEK/ERK. AP-1 se une al sitio CRE en el promotor de COX-2"° (Fig. 5). El LPS también
activa la via TRAF6/NIK/Tpl2/IKK/NF-kB, que induce la transcripcion de la COX-2. La sefial
de Tpl2 activa la ERK1/2, que hace lo propio con MSK1, con la fosforilacién consiguiente
de CREB, un regulador fundamental de la transcripciéon de COX-2"°. EI LPS activa C/EBPBy
C/EBPS por medio de la MAPK p38 y la ERK1/2. Tanto C/EBPB como CREB actlan
principalmente durante la activacién inicial de la transcripcién de COX-2, mientras que
C/EBPS mantiene la transcripcion ya inducida’’. La maquinaria de transcripcién en el
promotor de COX-2 requiere de la presencia del coactivador p300, que se une a CREB,
AP-1, C/EBP y NF-kB para controlar el inicio de la transcripcién’® (Fig. 5). Diversas
citoquinas proinflamatorias como la IL-1 o el interferén-y (INF-y) inducen también la
expresion de COX-2. La via de sefializacidn involucrada es la del AMPc y la PKA, con la
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Fig. 5. Vias de sefializacion que llevan a la expresion del gen de la COX-2 (PTGS2), a partir de los estimulos provenientes del
extracelular que actuan sobre los receptores de citoquinas (TNF-a, IL-1), factores de crecimiento (EGF), receptores acoplados a
proteinas G, y receptores tipo Toll (LPS bacteriano).




activacion de CREB. Mientras que la activacion de la transcripcion de COX-2 por el TNF-a
depende de la activacion de la ERK1/2 y el NF-kB, la IL-1 y el IFN-y requieren de la MAPK
p3879, 80.

Los metabolitos de la COX se liberan en altas concentraciones localmente en los sitios de
inflamacién o de manera sistémica luego de una infeccién. Este incremento se debe a un

. s 81, 82
aumento en la expresion de la COX-2"~

. La exposicidn de distintos tipos celulares como
fibroblastos, células endoteliales y monocitos a endotoxinas bacterianas, citoquinas,
hormonas o factores de crecimiento induce la expresién de COX-2 luego de 2-6 h. Los
glucocorticoides, por el contrario, son supresores de la sintesis de COX-2 a nivel
transcripcional y postranscripcional®. El éxido nitrico, que exhibe una alta afinidad por
enzimas que contienen hierro, es un modulador directo de la actividad enzimatica de la
COX-2, que posee un grupo hemo en el dominio catalitico®. La COX-2 es
aproximadamente diez veces mas sensible a la activacidon por perdxido de hidrégeno
comparada con la COX-1, por lo cual, bajos niveles de peréxido pueden inducir la

actividad de la COX-2 sin alterar la de COX-1%.

La PGH, no tiene un papel significativo propio como mediador de la inflamacién, sino que
sirve como sustrato para la formacion de productos mas estables, las distintas formas
isoméricas de los prostanoides (PGD,, E,, F,, prostaciclina I, y tromboxano A;) que
participan en numerosos procesos fisioldgicos y patofisioldgicos, como en la piresis, la
algesia, la inflamacién, la trombosis, el parto, la ovulacién, la funcién renal, la
vasoconstriccion y la vasodilatacién (Fig. 4). Las distintas enzimas que catalizan la
formacidon de estos mediadores, que en general son productos finales activos, son
llamadas, por esta razon, sintasas terminales. Los distintos isémeros actlan a través de

86, 87 . /
* ®', de los cuales existe mas de uno para una

receptores acoplados a proteina G
determinada isoforma (tal es el caso para la PGE,). Las PG, que no se acumulan dentro de
las células, tienen una semivida corta in vivo (segundos a minutos), y por lo tanto actdan
de manera autdcrina o paracrina principalmente. El prostanoide mas abundante en
humanos es la PGE,. Dependiendo del contexto, la PGE, tiene efectos homeostéticosgg,

. . 89, 90
inflamatorios™™

v en algunos casos antiinflamatorios®*. Existe evidencia que sugiere
gue las dos COX y las distintas sintasas de PG estan funcionalmente acopladas de manera
preferencial. En el caso de la PGE,, existen tres proteinas encargadas de su sintesis: dos
de ellas estan asociadas a las membranas, mPGES-1 y mPGES-2, mientras que la tercera,
cPGES, es citosdlica. La COX-2 y la mPGES-1 son inducidas por IL-1B, es decir que son
reguladas de manera conjunta y que la sintesis de PGE, depende del aumento en la

9.9 Tanto la COX-2 como la mPGES-1 colocalizan en la

94
1>~

expresion de ambas enzimas
membrana perinuclear, lo que favorece su acoplamiento funciona




Existen numerosas evidencias acumuladas a partir de estudios poblacionales, de casos y
controles y de ensayos clinicos que indican que el uso regular de los AINE en periodos de
10-15 afios reduce entre 40 y 50/ el riesgo relativo de desarrollar cancer colorrectal®.
Confirmando esos estudios, el uso de los AINE promovid la regresion de adenomas
preexistentes en pacientes que padecen de poliposis adenomatosa familiar®®. Dado que
el blanco primario de los AINE son las ciclooxigenasas, resulté inmediata la hipdtesis de
gue su inhibicién seria beneficiosa para el tratamiento de este tipo de cdncer. Muchos
otros tipos de tumores, ademds del colorrectal, incluyendo los de pulmdén y mama,

97105 ndemas de

poseen elevados niveles de expresidon de COX-2 y de produccién de PG
factores intrinsecos como mutaciones de los protooncogenes Wnt y Ras'®, con la
consiguiente alteracidn de sus vias de sefalizacion, existen otros procedentes del
microambiente tumoral que pueden aumentar la expresion de COX-2, entre ellos la

107 1% Diversos estudios en modelos animales han

hipoxia y los estimulos inflamatorios
documentado el papel de la COX-2 en la carcinogénesis. Por ejemplo, en un modelo de
poliposis intestinal, la expresién de COX-2 correlaciona con la delecién de APC, un gen
supresor de tumores critico durante la carcinogénesis109 y en modelos de cancer de colon
y mama se encontré que la COX-2 induce la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-
2'1% 11 (Fig_6). En otro trabajo, ratones hembras transgénicos con la expresién de COX-2
incrementada en las glandulas mamarias, desarrollaron hiperplasia focal, displasia y
posterior transformacion en tumores metastasicos'>. Otra asociacién causal provino
nuevamente de ratones transgénicos, con expresion aumentada de COX-2 en
gueratinocitos basales, que desarrollaron hiperplasia y luego displasia epidérmicam.
Consistentemente con estos datos, se encontré una marcada reduccion en el desarrollo

114 .y
. La correlacion

de tumores intestinales y papilomas epidérmicos en ratones COX-2 -/-
existente entre el desarrollo tumoral y la expresion de COX-2 revelaria su potencial como
blanco de terapias quimiopreventivas, apoyado por la reducciéon en la formacién de
distintos tumores, en modelos animales, mediante el tratamiento con inhibidores

selectivos de la COX-2118,

La PGE; es el prostanoide mas abundante detectado en la mayoria de los carcinomas.
Segun distintos trabajos, en diferentes modelos, la PGE, promueve la supervivencia,
estimula la proliferaciéon celular y la motilidad, induce la angiogénesis y suprime la
respuesta inmune antitumoral®**®, La PGE, actua predominantemente a través de la
activacion de sus receptores EP, ubicados en la membrana plasmatica. Estos receptores
han sido asociados al desarrollo y crecimiento de diversos tumores. La estimulacién de
los receptores EP2 y EP4 activa la transcripcién de la ciclina D1 y c-myc mediada por el

127

complejo TCF-catenina B~ (Fig. 6). La union de la PGE, a sus receptores también

incrementa la biosintesis de estrégenos y con ello la proliferacidon de células tumorales
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Fig. 6. Efectos protumorigénicos de la expresion de la COX-2 y la produccion de PGE,. La COX-2 puede expresarse en las células
tumorales asi como también en otras células pertenecientes al microambiente tumoral. La PGE; ejerce sus efectos a través de sus
receptores EP, cuyas vias de transduccién de sefiales pueden interactuar con las de receptores de factores de crecimiento como
el EGF.
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mamarias . En un modelo de cancer de pulmédn, la PGE, activd la quinasa Src

. . . .. 1
mediante la unién al receptor EP3, promoviendo el crecimiento celular *® La PGE,

aumenté la proliferacion de las células de adenocarcinoma de pulmén A549 mediante la

. .z , ~ 131 , s
activacion de Ras a través de la sefial de su receptor EP4 31 Ademds, se demostré el

125, 132-134

efecto proangiogénico de la PGE, en diversos modelos , asi como también su

capacidad de modular la invasividad de las células tumorales mediante la reduccion de la

135, 136 123, 137
y de la

expresion de la cadherina E , ¥y el aumento de la motilidad celular
expresién y actividad de distintas metaloproteasas®®® **° (Fig. 6). Estos y otros datos
sugieren que la PGE,, y por lo tanto la COX-2, tienen un papel importante en la
carcinogénesis y la progresion neopldsica. La diversidad de receptores y sus diferentes
vias de senalizacion sugieren que los efectos protumorigénicos de la PGE, dependen del

tipo celular y del tipo de receptor que se expresa.




OBJETIVOS

Este trabajo tuvo como objetivo principal investigar el papel de la COX-2 en la biologia de
los adenocarcinomas de pulmén LPO7 y de mama LM3 y LMM3.

La linea tumoral LPO7 produce mediadores de la inflamacion** y tiene una elevada
expresion de COX-2 mientras que las células de tumor de mama murino LM3 y LMM3 la
expresion de esta enzima es menor. Entonces, resultaba interesante la comparacion de la
importancia de la COX-2 en estos modelos.

Los objetivos especificos fueron:

B Evaluar la capacidad de la inhibicién farmacoldgica de la COX-2 de reducir la
progresion de los adenocarcinomas de pulmén LPO7 y de mama LM3 y LMM3.
Para ello se utilizaron el inhibidor no selectivo indometacina y el selectivo
celecoxib.

B Estudiar en estos modelos, la capacidad migratoria e invasiva de las células
tumorales y el efecto de la inhibicion de la COX-2 sobre estos procesos.

B Determinar las vias moleculares alteradas por el tratamiento con inhibidores de la
COX-2

B Dada la posibilidad de la existencia de blancos alternativos cuando se inhibe
farmacoldgicamente la COX-2, evaluar el papel real de esta enzima en la biologia
de los tumores mencionados. Para ello se utilizaron diferentes estrategias: se
inhibio la expresién de la COX-2 en las células LPO7 mediante distintos ARNhc y se
empled un andlogo de celecoxib sin actividad inhibitoria de la COX-2 en los
modelos de mama. Para todos los tipos de tumores y en determinados
experimentos, se empled la PGE, para evaluar la dependencia de la actividad de
la COX-2 de los parametros estudiados.




MATERIALES Y METODOS

La indometacina (Sigma-Aldrich), el celecoxib (Microsules&Bernabd) y el dimetilcelecoxib
(provisto por el Dr. Axel H. Schonthal, University of Southern California, EE.UU.) se
disolvieron en dimetilsulféxido (DMSQ), cuya concentracion en los cultivos se mantuvo
siempre en 0,1/ . Para los experimentos in vivo, la indometacina se disolvié en 100/ de
etanol (5 mg/ml) y luego se suministré a los ratones en el agua de bebida, en una
concentracion de 10 pg/ml. El celecoxib se administré mezclado con la formulacién del
alimento. La 16,16-dimetil-PGE, se separd de su solvente original (acetato de metilo)
bajo una corriente de nitrégeno, y se solubiliz6 nuevamente en DMSO para su uso in
vitro.

La linea celular LPO7 se obtuvo a partir de un pasaje sc del tumor espontdneo P0O7. El
tumor parental y la linea celular derivada comparten prdcticamente las mismas
caracteristicas con respecto a la incidencia metastasica y el desarrollo de sindromes
paraneoplasicos’*. La linea LM3 se obtuvo a partir de un adenocarcinoma mamario
murino espontdneo. La linea celular LMM3 se obtuvo a partir del tumor MM3, originado
por el trasplante sc sucesivo de metastasis pulmonares del tumor M3,

Todas las lineas celulares se cultivaron en MEM suplementado con 10/ de SFB, L-
glutamina 2mM y 80 pg/ml de gentamicina, a 37°C en una atmdsfera humeda con 5% de
CO,.

Animales

Se utilizaron ratones singénicos para nuestros modelos tumorales, de la cepa BALB/c,
hembras o machos segln el experimento, de 3 a 4 meses de edad, suministrados por
nuestro bioterio. Los animales tuvieron libre acceso a la bebida y el alimento (ad libitum).
y se mantuvieron en un régimen de 12 h de luz y oscuridad.

Crecimiento subcutaneo de los tumores

Las células LPO7 se inocularon sc en el flanco derecho de ratones hembra BALB/c. El
crecimiento tumoral se evalud dos veces por semana midiendo dos de sus dimensiones
perpendiculares con un calibre de Vernier. El volumen tumoral (en mm?) se calcul6
segun: (A x B?)/2, donde A y B fueron los diametros mayor y menor respectivamente. Las
metastasis superficiales se contaron inmediatamente luego de la autopsia bajo lupa.




Para los experimentos con células LPO7, se registré el peso de los ratones antes de la
inoculacién e inmediatamente antes de la autopsia. Los tumores escindidos en el
momento de la autopsia también se pesaron, y se calculd la pérdida de peso corporal
segun: [(peso corporal final — peso tumoral)/peso corporal inicial] x 100. Los recuentos
leucocitarios se hicieron en plasma de periférica obtenida de los senos retro-orbitales de
ratones anestesiados, luego de 30 dias de portacion tumoral. Luego de lisar los gldbulos
rojos, los leucocitos se contaron en camaras de Neubauer.

Angiogénesis in vivo

Para los ensayos de angiogénesis, se inocularon intradérmicamente, en ambos flancos de
ratones BALB/c machos (n=5 por grupo), 5x10* células LPO7, previamente tratadas o no
en cultivo durante 24 h. Los controles recibieron medio de cultivo solamente. Luego de 5
dias, se sacrificaron los animales y se tomaron fotografias de la zona del indculo con una
camara digital acoplada a una lupa bajo un aumento x64. La vascularizacién se cuantificé
determinando la densidad de vasos (vasos/mm?2 de piel).

Metastasis experimentales

Los ensayos de metdstasis experimentales se hicieron mediante la inoculacién de 10°
células en las venas laterales de la cola de ratones BALB/c hembra. Luego de 21 dias, se
sacrificaron los ratones y se contaron las metastasis superficiales.

Se utilizaron las células PT67 (Clontech) para la produccién de retrovirus. Brevemente, se
transfectaron las células PT67 con el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y los
pldsmidos que correspondiese, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, en placas
de 35 mm. Se seleccionaron las células productoras de virus con el antibidtico
correspondiente durante una semana. Luego se prepararon medios condicionados en
placas de 100 mm, utilizando el medio de cultivo habitual, sin antibiéticos. Se
recolectaron los sobrenadantes en forma seriada, cada 24 h, y se centrifugaron a 500 g
durante 5 min a 4°C. Se infectaron las células LPO7 con estos sobrenadantes, 3 veces
consecutivas, con el agregado de 8 pg/ml de bromuro de hexadimetrina (Polybrene,
Sigma-Aldrich) y dejando 12 h de reposo entre cada infeccién.

Los vectores retrovirales expresaban los ARNhc contra la COX-2 que se detallan en la
Tabla 1 (OriGene Technologies).

ARNhc Secuencia 5’3’

hcCOX2-1 TGCCTCAATTCAGTCTCTCATCTGCAATA
hcCOX2-2 CTGGTGCCTGGTCTGATGATGTATGCCAC
hcCOX2-3 GGAGCACAACAGAGTGTGCGACATACTCA
hcCOX2-4 CATCTGTTCTCCTCAATACTGGAAGCCGA

Tabla 1. Secuencias de nucledtidos de los ARNhc utilizados para silenciar la
expresion de la COX-2 en las células LPO7.




Como controles se utilizaron el mismo vector sin codificar ningiin ARNhc (Vector) y otro
gue codificaba para un ARNhc contra la proteina GFP (hcGFP), ausente en células de
mamifero a menos que sea introducida artificialmente. Para la seleccion de las células
gue expresaran las construcciones se utilizé puromicina (Invivogen) en dosis crecientes (2
a 5 pug/ml). Para el mantenimiento de los cultivos se usaron 2 pg/ml de puromicina.

Para la generacién de células LPO7 productoras de una variante constitutivamente activa
de Akt (Akt mir), se utilizé un plasmido generosamente aportado por el Dr. Hongbing
Zhang (Peking Union Medical College, Pekin, China). La seleccidon de las células que
expresaran el Akt mir se realizé con dosis crecientes (100 a 500 pg/ml) de higromicina B
(HygroGoldTM, Invivogen). Para el mantenimiento de los cultivos se utilizd la
concentracién de 100 pg/ml.

Las células LPO7, LM3 y LMM3 se transfectaron de manera transitoria con los plasmidos
pCG-p110*, gentilmente cedido por la Dra. Vera Krymskaya (Pulmonary, Allergy and
Critical Care Division, University of Pennsylvania Medical Center, EE.UU.) y DN-p38. Se
utilizd el reactivo Lipofectamine' 2000 (Invitrogen), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante.

Se transfectaron las células tumorales como se ha mencionado con los pldsmidos que
portaban el gen de la luciferasa de P. pyralis bajo el control de un promotor que
contenia elementos repetidos de respuesta al factor NF-kB o al AP-1y otro plasmido con
el gen de la luciferasa de Renilla. Luego de 8 h, 20x10° de estas células transfectadas se
sembraron en cada pocillo de una placa de 24. Cuando el protocolo involucré el
tratamiento con drogas, estas se agregaron luego de permitir la adhesion de las células.
Se incubaron las placas durante 24 h y se procedié a determinar la actividad de ambas
luciferasas mediante el uso de los reactivos del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega).

Se sembraron 5x10° células LPO7 6 10* células LM3 o LMM3 en placas de 96 pocillos,
permitiéndose su adhesion durante 12 h. Luego se incubaron en presencia de los
distintos tratamientos en las condiciones estdndar o en ausencia de SFB, segun sea el
caso. La viabilidad celular fue determinada con los reactivos del kit Cell Titer 96"
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) y confirmados por la tincién
con cristal violeta.




Los niveles séricos de IL-1B e IL-6 se midieron en muestras de suero de ratones por
medio de kits comerciales de ELISA (Endogen), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Los niveles de PGE, secretada se midieron en medios condicionados
utilizando el kit Prostaglandin E, Express EIA (Cayman Chemical).

La migracién celular se ensayé en heridas de aproximadamente 0,3 mm realizadas sobre
monocapas celulares ligeramente sub-confluentes, en placas de 6 pocillos. Los cultivos se
lavaron para eliminar las células desprendidas y se cultivaron en el medio habitual sin
SFB y con los distintos tratamientos. Se permitié la migracion de las células sobre este
area desnuda durante 24 h. La migracidn se cuantifico calculando el porcentaje del area
libre original ocupada por las células migratorias. Se hicieron 3 heridas por pocillo, y 3
pocillos por tratamiento.

Para los ensayos de invasidn, se utilizaron camaras de cultivo Transwell (Corning) de 6,5
mm de didmetro con filtros de 8um de poro, recubiertos con 0,1/ de gelatina en el lado
inferior y con Matrigel (250 pg/ml, Becton Dickinson) sobre el lado superior. Se
sembraron, dentro de los insertos, 2x10° células tumorales en 0,1 ml de MEM con 1/ de
SFB y 0,1/ de seroalbumina. Como quimioatractante se utilizé medio condicionado de
pulman de ratones en la cdmara inferior, que también contenia los distintos tratamientos
dado el caso. Los cultivos se incubaron durante 24h en las condiciones estandar.
Finalizada la incubaciodn, los filtros se limpiaron con un hisopo hiumedo para remover las
células no invasoras del lado superior. Las membranas se fijaron en solucién de Carnoy y
se tifleron con Hoescht 33258 (Sigma-Aldrich) y se contaron los nucleos en el lado
inferior de los filtros (10 campos de 400x) con un microscopio de fluorescencia. Los datos
se expresaron como porcentaje de los controles. Los ensayos se realizaron en duplicado.

Las monocapas celulares se lisaron con bufer RIPA (20 mM de Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM
de NaCl, 1/ de Nonidet P-40, 0,5/ de deoxicolato de sodio, 1 mM de EDTA y 0,1/ de
SDS) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor
Cocktail, Sigma-Aldrich) y segun el caso, de fosfatasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail 2,
Sigma-Aldrich). Los lisados se mezclaron con bufer de siembra con 5/ de B-
mercaptoetanol, se calentaron a 70°C durante 10 min y se sembraron en geles de
poliacrimilamida del porcentaje adecuado. La electroforesis se desarrolld en un bufer
Tris-Glicina. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF. La deteccidon
inmunolégica se realizd con los anticuerpos primarios detallados en la Tabla 2.




Antigeno/Epitope Especie Dilucién Catdlogo

COX-2 Conejo 160106, Cayman Chemical

pAkt 1/2/3 (Ser 473) Conejo sc-7985-R, Santa Cruz Biotechnology
Akt 1/2/3 (H-136) Conejo sc-8312, Santa Cruz Biotechnology
p-p38 MAPK (Thr 180/Tyr 182) (D3F9) Conejo 1:1.000 4511, Cell Signaling

p38 MAPK-a, -B, -y Conejo 9212, Cell Signaling

p21 (F-5) Raton sc-6246, Santa Cruz Biotechnology
p27 (C-19) Conejo sc-528, Santa Cruz Biotechnology
Actina B (AC-74) Raton 1:5.000 A5316, Sigma-Aldrich

Tabla 2. Lista de los anticuerpos primarios utilizados.

Luego de la incubacion con el anticuerpo secundario, se detectaron las bandas
especificas mediante el reactivo ECL.

La actividad de las metaloproteasas se determind en geles de 9/ de poliacrilamida con 1
mg/ml de gelatina (Sigma-Aldrich), en condiciones no reductoras. Luego de la
electroforesis, los geles se lavaron durante 15 min, 2 veces, con 2,5/ de Tritdn X-100, en
agitaciéon suave, y luego 30 min en una solucion de Tris-HCI (pH 7,4), 0,2 M de NaCl, 5
mM de CaCl, y 0,02/ de Triton X-100. Segun correspondiera a medios condicionados de
células LM3 y LMM3 o LP0O7, los geles se incubaron durante 24 o 48 h, respectivamente,
en esta ultima solucion, a 37°C. Luego se fijaron con una solucién de 0,1/ de azul de
Coomassie (G-250, Bio-Rad), 30/ de metanoly 10/ de acido acético, y se destifieron con
30/ de metanol y 10/ de acido acético en agua destilada. Se cuantificaron las bandas
claras con actividad gelatinolitica.

La actividad del uPA se determind en ensayos de caseindlisis radial sembrando 10 ul de
medio condicionado en pocillos de 4 mm de didmetro excavados en geles de 2,5/ de
agarosa, 0,2 M de Tris-HCI pH 8, con 33 mg/ml de leche descremada como fuente de
caseina y 2 pg/ml de plasmindégeno (Chromogenix). Luego de 24 o 48 h de incubacién en
una camara humeda a 37°C se midieron los didmetros de los halos de degradacion de la
caseina. La actividad del uPA se refirid a una curva estandar de uroquinasa y se normalizé
segun el contenido proteico de las monocapas productoras de los medios condicionados.
Los datos se expresaron como porcentaje del control.

Las células LM3 se trataron con la droga correspondiente durante 72 h, luego se
tripsinizaron, se lavaron con PBS, y se fijaron con 70/ de etanol a -4°C. La tincidén se
realizé con 50 pg/ml de ioduro de propidio con el agregado de 100 pg/ml de RNasa A
libre de DNasas y 0,1/ de Tritdn X-100, durante 30 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Luego de la citometria los datos se analizaron con el programa WinMDI v2.9.




Se empled el método indirecto de la estreptavidina y biotina conjugadas con peroxidasa.
Los cortes histolégicos de los tumores (5 um) obtenidos en portaobjetos cargados
positivamente se desparafinaron con xilol, se hidrataron con alcoholes de graduacion
decreciente y finalmente con agua destilada. La recuperacién antigénica se indujo con
bufer de citrato (10 mM de 4cido citrico en agua destilada, pH 6) y en ebullicion durante
2 min en horno de microondas. Para bloquear la actividad de las peroxidasas enddgenas
se utilizé peroxido de hidrégeno 3/ en agua destilada durante 30 min y para bloquear las
uniones inespecificas se utilizé un reactivo bloqueante universal (Power Block, Biogenex)
durante 8 min. Las muestras se incubaron con el anticuerpo primario (anti COX-2,
160106, Cayman Chemical) diluido en PBS (1:500) en cdmara humeda durante toda una
noche. Se realizaron controles negativos omitiendo el anticuerpo primario. La incubacién
con el anticuerpo secundario biotinilado se realizd durante 30 min a temperatura
ambiente, seguida de la incubacién con estreptavidina-biotina conjugada con peroxidada
durante 30 min a temperatura ambiente (LSAB + System-HRP, Dako). Entre cada paso se
hicieron lavados con 0,1 / Tween en PBS. La deteccion se realizd con el sustrato
cromogénico diaminobencidina (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, Dako), se
monitored la reaccién hasta observar el desarrollo de color y se frené en agua destilada.
Los cortes se colorearon con hematoxilina de Mayer (4 min), se incubaron en agua
corriente durante 5 min, se deshidrataron con alcoholes de graduacion creciente, se
aclararon con xilol y se montaron con balsamo de Canada sintético.

Los datos se expresan como la media y su desvio estandar. Las comparaciones
estadisticas se realizaron por medio de ANOVA de una via y contrastes de Bonferroni. Se
realizaron ANOVA de dos vias y ANOVA de mediciones repetidas, seguidos por contrastes
de Bonferroni, en los experimentos que se indican en el texto.




RESULTADOS

TUMOR DE PULMON LP07

Las células del adenocarcinoma de pulmén murino LPO7 expresan la COX-2 aun en
ausencia de estimulos exdgenos, en el medio de cultivo minimo y sin SFB (Fig. 7A). Si bien
el agregado de SFB incrementa su expresidon, este aumento es mucho menos notorio que
el obtenido en otras lineas celulares tumorales disponibles en nuestro laboratorio.
Consecuentemente con la elevada expresion de la COX-2, las células LPO7 producen altos
niveles de PGE, (Fig. 7A). Dado que la COX-2 es una enzima de expresion inducible,
decidimos investigar el rol de su presencia constitutiva en la biologia de las células LPO7.
Para estudiar el efecto de la inhibicion de la COX-2 en la progresién tumoral, se trataron
con indometacina y celecoxib, inhibidores no selectivo y selectivo de la enzima,
respectivamente, animales portadores del tumor LPO7. Ambos tratamientos redujeron el
crecimiento sc y las metastasis pulmonares, tanto en numero como en tamafio (Fig. 7B y
7C).

En cuanto al desarrollo de los sindromes paraneoplasicos, ambas drogas redujeron el
numero de leucocitos en sangre periférica (Fig. 7D), asi como también el peso de los
bazos de los ratones portadores de tumor (datos no mostrados). La caquexia, evaluada
como pérdida de peso corporal, también disminuyé con el tratamiento con ambos
antiinflamatorios (Fig. 7D). Mientras que los ratones del grupo control perdieron
alrededor del 10/ de su peso, los animales tratados lo mantuvieron o incluso mostraron
un leve aumento. Las citoquinas IL-1B e IL-6 estan asociadas con el establecimiento de
una respuesta inflamatoria sistémica, crucial en el desarrollo de la caquexia. Los niveles
de estas dos citoquinas se determinaron en el suero de ratones portadores del tumor
LPO7. Transcurridos 15 dias desde el inoculo tumoral, antes que la caquexia sea evidente,
los niveles séricos de IL-6 fueron significativamente menores en los ratones tratados con
indometacina (Fig. 7E). A los 30 dias, cuando la caquexia era manifiesta en el grupo
control, no hubo diferencias en los niveles de IL-6. La concentracién sérica de IL-1 en los
animales portadores del tumor LPO7 no tratados, luego de 15 dias de la inoculacidn,
fueron menores a los determinados para animales controles sin tumor y los animales
portadores tratados con indometacina (Fig. 7E). Por el contrario, con 30 dias de
desarrollo tumoral, los niveles de IL-1B fueron significativamente mayores en el grupo
control con tumor, mientras que se mantuvieron cercanos a los ratones sin tumor en
aquellos portadores tratados con indometacina.
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Fig. 7. Los inhibidores de la COX-2 reducen el crecimiento sc y la progresion del tumor LPO7. A) Expresion de COX-2 en la linea celular
LPO7 en comparacién con otras lineas tumorales (LM3 y LMM3), con y sin la estimulacién de SFB, y produccién de PGE,, determinada
en los medios condicionados de las distintas lineas celulares. B) Crecimiento sc del tumor LPO7, en ratones BALB/c tratados o no con
indometacina 10 ug/ml y celecoxib 1.500 ppm. C) Reduccion del nimero y tamafio de las metéstasis superficiales pulmonares en
ratones portadores (30 dias) del tumor LPO7 tratados con celecoxib o indometacina. D) Disminucion de los sindromes paraneopldsicos
leucocitosis y caquexia, determinada como pérdida de peso corporal, en ratones portadores del tumor LPO7 tratados con inhibidores
de la COX-2 durante 30 dias. E) Efecto de la indometacina sobre los niveles séricos de las citoquinas procaquécticas IL-1B e IL-6 en
ratones portadores del tumor LP07, a los 15 y 30 dias luego de la inoculacién sc. La linea roja en el grafico de la derecha muestra el
nivel de IL-6 en el suero de ratones controles sin tumor. En todos los casos, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; comparaciones con
el grupo control, excepto que se indiquen adicionales.




Se realizaron ensayos de viabilidad con las células LPO7 para estudiar si la reduccion del
crecimiento tumoral in vivo y la capacidad metastdsica se debia a un efecto citotdxico
directo sobre las células tumorales. La viabilidad de las células LPO7 se redujo
significativamente con la indometacina y el celecoxib, en concentraciones de 50 uM y 25
UM, respectivamente. No se observaron diferencias con concentraciones menores de
ambas drogas (Fig. 8A).

Dado la reduccion del nimero de metastasis en animales portadores del tumor LPO7, se
estudio el papel de la inhibicion de la COX-2 en la motilidad y la capacidad invasiva de las
células LPO7. En experimentos de migraciéon en heridas, tanto el celecoxib como la
indometacina (ambas en una concentracion de 10uM) redujeron la migracion de las
células LP0O7, al igual que la invasion, en ensayos con membranas cubiertas con Matrigel
(Fig. 8B). La actividad de la MMP-2, una proteasa clave en procesos invasivos, fue menor
en los medios condicionados de células LPO7 tratadas con ambos antiinflamatorios, como
se determind en experimentos de zimografias utilizando gelatina como sustrato de la
enzima (Fig. 8C). La actividad de la proteasa activadora del plasmindgeno tipo uroquinasa
(uPA) también estaba disminuida en los medios condicionados de las células LPO7
tratadas con indometacina o celecoxib (Fig. 8C). Aunque significativa, esta reduccion de
la actividad fue menor que la observada para la MMP-2.

Se analizd el efecto del uso de inhibidores de la COX-2 en la angiogénesis inducida por la
portacién del tumor LP0O7. La densidad de vasos alrededor de un indculo id de células
LPO7 fue menor cuando las células habian sido tratadas previamente con 25 uM de
indometacina o 10 uM de celecoxib, y cercana a la determinada para ratones inoculados
solo con medio de cultivo, como control (Fig. 8D).

Dado el efecto de ambos antiinflamatorios sobre el crecimiento sc del tumor LPO7, asi
como la disminucion de la viabilidad observada in vitro, decidimos estudiar el efecto de la
inhibicidon de la COX-2 sobre la quinasa Akt, enzima que participa en vias de sefializacién

. . 142, 143
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. El celecoxib, con una concentracién de 10 uM redujo la
fosforilacién de la serina 473 de Akt, clave para su activacién, luego del estimulo con SFB
(Fig. 9A). Por el contrario, el celecoxib incrementd la fosforilacion de la quinasa

dependiente de mitdgenos (MAPK) p38 (Fig. 9B), cuya activacion, entre otros estimulos,
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Fig. 8. Efecto de los inhibidores de la COX-2 sobre las células del tumor de pulmén
LP0O7. A) La indometacina y el celecoxib (50 uM, ambos) redujeron la viabilidad de
las células LP0O7, luego de 24 h de tratamiento. B) Ambos antiinflamatorios (10 uM)
disminuyeron la migracion y la invasion in vitro de las células LPO7. La motilidad se
determind en ensayos de reparacion de heridas, mientras que la capacidad
invasiva se determind en experimentos con camaras Transwell recubiertas con
Matrigel. C) Deteccion del efecto de la indometacina (25 uM) y el celecoxib (10
uM) sobre la actividad gelatinolitica de la MMP-2 secretada por las células LPO7,
en experimentos de zimografia, y sobre la actividad de uPA, en experimentos de
caseindlisis radial. D) El tratamiento in vitro de las células LPO7 con indometacina
(25 uM) o celecoxib (10 uM) redujo la formacion de nuevos vasos en ensayos de
angidgenesis, en ratones BALB/c inoculados de forma id en ambos flancos. Se
muestran imagenes representativas de cada tratamiento. En todos los casos, ** p
< 0,01; *** p < 0,001; comparaciones con el grupo control.
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responde al estrés celular y que puede interactuar con otras vias de sefializacion, como la
de Akt™. Entre los blancos regulados por la via de Akt, se encuentra el NF-kB, factor
fundamental en procesos inflamatorios y responsable de la transcripcidon del gen de la
COX-2 entre otros'*

determinada en experimentos con la luciferasa como gen reportero (Fig. 9C). Esta

. El tratamiento con celecoxib disminuyd la actividad del NF-kB,

reduccion se revirtio completamente con el agregado de la 16, 16-dimetilprostaglandina
E, (16,16-dimetil-PGE;), analogo de la PGE, resistente a la degradacion.

Para estudiar la relacion de la inhibicién de la COX-2 sobre la reduccion de la actividad de
Akt relativa a la supervivencia de las células LPO7, se generaron lineas celulares derivadas
gue expresaban una variante de Akt (Akt mir) con actividad constitutiva (Fig. 9D). Se
determiné el efecto del celecoxib sobre la viabilidad de las células LPO7 en condiciones
de estrés, y se hallé una disminucién de la supervivencia, comparada con el control, a las
72 h de tratamiento en ausencia de SFB (Fig. 9E), lo que fue parcialmente revertido por el
agregado de 16, 16-dimetil-PGE,. Cuando las células LPO7 que expresaban el Akt mir se
trataron con celecoxib, en ausencia de SFB, se obtuvo una reduccidon parcial de la
mortalidad celular comparado con las células control (Fig. 9F). De acuerdo con esto,
también se produjo una reversion parcial de la reduccion de la actividad del NF-kB
mediante el tratamiento con celecoxib (Fig. 9G).

Finalmente, la transfeccion de las células LPO7 con una variante dominante negativa de
MAPK p38 (DN p38) elimind completamente la reduccion de la viabilidad inducida por la
inhibicidn de la COX-2 (Fig. 9H).

Algunos de los efectos antitumorales reportados para los inhibidores de la COX-2,
podrian deberse en realidad, a su accidn sobre otros blancos no relacionados con esta
enzima. Para estudiar si la inhibicién de la COX-2 era responsable de la reduccién de la
progresion tumoral observada con la indometacina y el celecoxib, se generaron lineas
celulares derivadas de la LPQ7, con la expresién de la COX-2 reducida mediante ARNhc
especificos. Las células LPO7 se infectaron con retrovirus que portaban las secuencias
para la produccién de estos ARNhc. Se aislaron clones con alta y baja expresiéon de COX-2,
correspondientes a cuatro construcciones distintas. Como controles se utilizaron células
LPO7 infectadas con un vector que no codifica ningin ARNhc (vector) y otro con la
secuencia de un ARNhc contra la GFP, ausente en las células LPO7 (hcGFP). Las
construcciones especificas para COX-2, hcCOX2-1 y hcCOX2-3, redujeron mas del 90/ la
expresion de la enzima (Fig. 10A).
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El crecimiento sc de los clones con expresion reducida de COX-2 fue significativamente
menor que ambos controles (Fig. 10B). El analisis inmunohistoquimico de los tumores
confirmd la persistencia de la inhibicién de la COX-2 in vivo (Fig. 10F). El nimero de
metdstasis pulmonares superficiales también fue menor (datos no mostrados) en los
ratones portadores de tumores con menor expresion de COX-2. Dado que esto podria
haber sido una simple correlacién con el menor tamafio tumoral, se inocularon células
LPO7 de manera iv, para independizar el resultado de este parametro. Las células LPO7-
hcCOX2-1y -3 produjeron un nimero menor de metdstasis experimentales en el pulmén
(Fig. 10C). La actividad gelatinolitica de la MMP-2 también se redujo en los medios
condicionados de estas células con menor expresion de COX-2 (Fig. 10D),
coincidentemente con la reduccién de su capacidad invasiva (Fig. 10E).

Para indagar si el efecto del celecoxib sobre la reduccién de la activacion de Akt se debia
a la inhibicidn de la COX-2, se detectaron los niveles de fosfo-Akt en los homogenatos de
los tumores generados por inoculacién subcutanea. La reduccidon de la expresién de la
COX-2 correlacioné con una disminucion de los niveles de pAkt (Fig. 11A). Asimismo, las
células LPO7-hcCOX2-1 y -3, tratadas in vitro con SFB por distintos tiempos, evidenciaron
una respuesta menor en cuanto a la fosforilacidon de Akt (Fig. 11B). Su viabilidad luego de
72 h de ayuno de SFB también disminuyd, y fue revertido por el agregado de 16,16-
dimetil-PGE, (Fig. 11C).

Se generaron células LPO7-hcCOX2-1 y -3 con la expresidn constitutiva de Akt activado
(Fig. 11D). La expresion de esta variante de Akt revirtié completamente la reduccion de la
viabilidad luego de 72 h de ayuno de SFB, observada con la menor expresiéon de COX-2
(Fig. 11C y 11E). El mismo resultado se obtuvo con la expresién, mediante transfeccion
transitoria, de una mutante que confiere actividad constitutiva a la PI3K (p110*), ubicada
rio arriba de Akt (Fig. 11E).

Finalmente, los niveles de fosfo-p38 fueron mayores en las células con menor expresion
de COX-2 en respuesta al ayuno de SFB (Fig. 11G), y la expresion transitoria de la
dominante negativa de p38 revirtié la disminucién de la viabilidad provocada por la
inhibicion de la expresion de la COX-2 (Fig. 11H).
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Fig. 11. La reduccién de la viabilidad dependiente de la inhibicién de la expresidon de COX-2 es mediada por Akt y p38. Los niveles de
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de la presencia de Akt mir en los lisados de células LPO7 infectadas con el vector retroviral con esta variante constitutivamente activa
de Akt. E) La actividad constitutiva de Akt protegio a las células LPO7 de la pérdida de la viabilidad inducida por la menor expresién de
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constitutiva a la PI3K (p110*). La inhibicidn de la expresién de la COX-2 redujo la actividad del NF-kB en ensayos con genes reporteros
(F) y aumentd los niveles de la MAPK p38 fosforilada (G). La inhibicidon de p38 revirtio el efecto negativo de la ausencia de COX-2 sobre
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Vector
heGrp

L
s &
S (6]
N <1
> £

heco, X2.1
heco, X2.3
hecoxz.,
hCCOXz_ 3

DN p38




TUMORES DE MAMA LM3 Y LMM3

Las células de los adenocarcinomas de mama murinos LM3 y LMM3, que comparten un
origen comun, difieren en cuanto a la expresién de la COX-2. Ambas lineas expresan la
enzima en condiciones basales (Fig. 7A y 12A), e incrementan su expresion luego del
estimulo con inductores clasicos como el SFB, el LPS y el TNF-a (Fig. 12A). En todos los
casos los niveles de COX-2 son mayores en las células LM3, que ademds producen
concentraciones significativamente mas elevadas de PGE, (Fig. 7A y 12D).

El tratamiento con el celecoxib, inhibidor selectivo de la COX-2, de ratones inoculados sc
con células LM3 o LMM3, redujo el crecimiento de los tumores de manera significativa
(Fig. 12B). El numero de metdstasis pulmonares, tanto de las espontdneas (datos no
mostrados) como de las experimentales, generadas por la inoculacidon iv de las células
tumorales, fue significativamente menor en los animales tratados con celecoxib (Fig.
120).

Para investigar la dependencia de estos efectos de la inhibicion de la COX-2, las células
LM3 y LMM3 fueron tratadas in vitro con celecoxib o un andlogo, el dimetilcelecoxib
(DMC), que carece de actividad inhibitoria de la COX-2, lo que fue corroborado por la
mediciéon de la produccion de PGE, en los medios condicionados de ambas lineas
celulares (Fig. 12D). El tratamiento de las células LM3 con celecoxib redujo
significativamente la actividad de la MMP-9 en los medios condicionados (Fig. 12E). La
MMP-9 es una proteasa involucrada en los procesos invasivos. Ademas, el celecoxib y el
DMC inhibieron la motilidad de las células LM3 (Fig. 12F) y LMM3 (datos no mostrados)
en ensayos de reparacidon de heridas in vitro. La adicion de PGE, exdgena revirtio
parcialmente este resultado sélo en el caso del celecoxib.

Ambas drogas redujeron la viabilidad de las células LM3 y LMM3, con una Clsg menor
para el DMC (Fig. 13A). Este efecto no pudo revertirse por el agregado de 16,16-dimetil-
PGE, (Fig. 13B). El andlisis mediante citometria de flujo de las células LM3 tefiidas con
ioduro de propidio revelé un aumento del porcentaje de células apoptdticas cuando
fueron tratadas con celecoxib o DMC (Fig. 13C) asi como una disminucién del nimero de
células en la fase G2/M del ciclo celular. La actividad del NF-kB estd relacionada con la
evasion de la apoptosis. Consecuentemente, ambas drogas inhibieron, en las células
LM3, la actividad de este factor, ya sea la basal o la estimulada por TNF-a (Fig. 13D). La
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Fig. 12. El celecoxib inhibe la progresién de los adenocarcinomas de mama murinos LM3 y LMM3. A) Expresion de la COX-2 en los
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TNF-a, durante 8 h. B) El celecoxib (1.000 ppm) redujo significativamente el crecimiento sc de los tumores LM3 (arriba) y LMM3
(abajo). C) El tratamiento con celecoxib disminuyd el nimero de metdstasis pulmonares superficiales obtenidas luego de 21 dias de un
indculo iv de células LM3 (izquierda) o LMM3 (derecha). D) Cuantificacion de la PGE, presente en los medios condicionados de 24 h de
células LM3 (arriba) o LMM3 (abajo). Se utilizdé también un analogo de celecoxib, DMC, que carece de actividad inhibitoria de la COX-2,
y que en consecuencia, no produjo una reduccién de la secrecion de PGE,. E) Tanto el celecoxib como el DMC redujeron la actividad
gelatinolitica de la MMP-9 en experimentos de zimografia con medios condicionados de las células LM3. F) El celecoxib y el DMC
(ambos 25mM) inhibieron la migracién de las células LM3 en ensayos de reparacion de heridas. La 16,16-dimetil-PGE2 revirtid
parcialmente el efecto del celecoxib. ** p < 0,01; *** p < 0,001, en todos los casos.
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actividad del factor de transcripcién AP-1, otro modulador de la apoptosis, se redujo
tanto con celecoxib como con DMC (Fig. 13E).

Dado que ambas drogas inhibieron la viabilidad de las células LM3 y LMM3, se
determinaron los niveles de fosfo-Akt luego del tratamiento con las mismas. Tanto el
celecoxib como el DMC redujeron la fosforilacion de Akt en respuesta al SFB (Fig. 14A).
En las células LM3, ambas drogas incrementaron los niveles de las proteinas inhibidoras
del ciclo celular p21 y p27 (Fig. 14B) y de la MAPK p38 fosforilada. Esos aumentos no se
revirtieron con el agregado de PGE, (Fig. 14B). Resultados similares se observaron para
las células LMM3 (Fig. 14C).

Finalmente, la transfeccidn con la una mutante que confiere actividad constitutiva a la
PI3K (p110*), enzima que fosforila a Akt (Fig. 14D), revirtié parcialmente la pérdida de la
viabilidad debida al tratamiento con celecoxib o DMC en las células LM3 (Fig. 14E). El
mismo efecto se observd mediante la transfeccidn con una variante dominante negativa
de p38 (DN p38, Fig. 14E).
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Fig. 14. El celecoxib modula la actividad de las quinasas Akt y p38 y aumenta la expresion de los inhibidores del ciclo celular p21 y p27.
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con las células LMM3. La transfeccion transitoria de las células LM3 con una mutante que confiere actividad constitutiva a la PI3K
(p110*), y por lo tanto fosforilacién constante de Akt (D), revirtié parcialmente la reduccién de la viabilidad debida al tratamiento con
celecoxib o DMC (E). El mismo resultado se obtuvo con la expresion transitoria de una dominante negativa de p38. ** p < 0,01; *** p <

0,001.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

El adenocarcinoma de pulmoén murino LPO7 es una herramienta util para el estudio del
cancer de pulmén dado que comparte caracteristicas con los tumores de pacientes
humanos. Una de estas caracteristicas importantes es el desarrollo de los sindromes
paraneopldsicos de caquexia, leucocitosis e hipercalcemiam. Previamente se detectd la
presencia de citoquinas como la IL-6 y el GM-CSF en los medios condicionados del tumor
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P07 que dio origen a la linea celular utilizada en este trabajo . Estos factores tienen

un papel importante en el desarrollo de tales sindromes. Las respuestas inflamatorias,
cuando devienen cronicas y/o sistémicas favorecen, no solo el desarrollo de los

sindromes paraneopldsicos sino ademas el crecimiento tumoral y el proceso

metastasico’? 3 %,

Los AINE se estudiaron ampliamente en la prevencion del cancer colorrectal y el

96, 149-151 p .
' . Un ndmero importante de
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tratamiento en modelos animales y en pacientes
trabajos les adjudica efectos terapéuticos beneficiosos con otros tipos de tumores
La mayor parte de dichos trabajos relacionan esos efectos con la inhibicidon especifica de
la COX-2, dado que la expresion de esta isoforma es la que se encuentra incrementada en
una gran variedad de tumores ademas de los colorrectales ?7%% 103104,

Dado el componente inflamatorio asociado a la progresién del tumor LPO7 (produccién
de GM-CSF e IL-6, leucocitosis), ademds de su elevada expresion de la COX-2 (Fig. 7A),
decidimos utilizar los AINE para tratar a los ratones portadores de este tumor. Por otra
parte, estd documentado el papel de los eicosanoides, como las prostaglandinas, en el

156, 157

establecimiento y el desarrollo de la caquexia asociada al cdncer , por lo cual la

terapia con los AINE resulta atractiva.

El tratamiento de los ratones portadores del tumor LPO7 con indometacina y celecoxib
redujo el crecimiento sc y el desarrollo de metastasis pulmonares (Fig. 7B y 7C), resultado
coincidente con otros hallados en tumores de pulmén murino y otros tipos de cancer™®
160 y con lo obtenido por nosotros con los adenocarcinomas de mama murinos LM3 vy
LMM3 (Fig. 12B y 12C). Estas lineas tumorales de mama, difieren entre si y con la LPO7,
en cuanto a la expresién de COX-2 y la produccion de PGE, (Fig. 7A, 12A y 12D). Se
observé ademds, en los ratones portadores del tumor LPO7, una reduccion de la
leucocitosis y la pérdida de peso corporal asociada a la progresion tumoral (Fig. 7D). El
efecto sobre la pérdida de peso fue descripto anteriormente en diferentes modelos

. . . 161-163
tumorales y en pacientes con caquexia relativa al desarrollo tumoral .

164, 165’ y por lo

Las prostaglandinas producidas por el tumor estimulan la secrecion de IL-6
tanto, la inhibicion de la sintesis de las mismas con los AINE podria prevenir el

establecimiento de la caquexia mediado por la IL-6. En nuestro trabajo, el tratamiento




con indometacina redujo los niveles séricos de IL-6 medidos el dia 15 luego de la
inoculacién tumoral (Fig. 7E), cuando la caquexia comienza a establecerse, debido
presumiblemente a la necesidad de una masa tumoral minima de células productoras de
factores caquécticos. Por el contrario, los niveles de IL-6 fueron similares luego de 30 dias
de portacidén, a pesar del tratamiento con indometacina. No obstante, el nivel de IL-6
sérica en los ratones tratados con este AINE siempre se mantuvo por debajo del pico
detectado para los ratones sin tratar en el dia 15 de portacion tumoral. A pesar de no
poder mantener la concentracién de esta citoquina cercana a los valores para ratones no
portadores, el establecimiento de la caquexia resulté retardado en los ratones tratados
con indometacina, lo cual sugiere que el tratamiento preventivo con un AINE en etapas
tempranas puede reducir la pérdida de peso a través de la inhibicién de la produccion de
IL-6.

La IL-1B es una citoquina relacionada con respuestas inflamatorias sistémicas y la

166188 Sus niveles séricos en los ratones tratados con

caquexia debida al céncer
indometacina permanecieron casi constantes y cercanos a los valores determinados para
ratones no portadores de tumor (Fig. 7E). Los controles, en cambio, evidenciaron una
caida de la concentracién de IL-1B a los 15 dias, reflejando quizad un impedimento para la
iniciacion de una respuesta inmune antitumoral. Cuando se determinaron al dia 30 de
portacién tumoral, los niveles de IL-1B eran caracteristicos de una respuesta inflamatoria
crénica. La IL-1B esta involucrada, ademds de la caquexia, en la produccién de otras
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, y puede afectar positiva o

negativamente el crecimiento tumoral dependiendo de sus niveles'® 17!

. En conjunto, la
reduccion, en distintas etapas de la progresién tumoral, de los niveles de las citoquinas
IL-1B e IL-6, seria responsable, en parte, de la menor pérdida de peso de los ratones
portadores del tumor LPO7 tratados con indometacina. Esto concuerda con otro trabajo
previo de nuestro laboratorio, con el mismo modelo tumoral, en el cual la combinacién
terapéutica de un AINE y la droga orexigénica acetato de medroxiprogesterona (MPA),
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inhibid la progresién tumoral y los sindromes paraneoplasicos™'“. También observamos

gue pacientes con adenocarcinoma de pulmén avanzado tratados con la combinacién de

. . . . . . 1
celecoxib y MPA tuvieron una menor perdida de pesos y mejoraron su calidad de vida .
En la mayoria de los experimentos descriptos en esta tesis, tanto la indometacina como
el celecoxib evidenciaron efectos antitumorales in vitro en concentraciones similares a
las determinadas en el plasma de ratones (=20 uM) tratados con dosis similares a las

. . . 174, 175
usadas en nuestros experimentos in vivo™ "

. Este hecho es relevante ya que existe
abundante bibliografia que describe trabajos in vitro en los cuales se utilizan
concentraciones de los AINE mucho mas elevadas de las que podrian alcanzarse in vivo, y
por tanto podrian no explicar los efectos observados en modelos animales. Ademas,

como hemos observado para el caso del celecoxib, concentraciones mayores de 10 uM




no incrementan la inhibicion de la produccién de PGE, (Fig. 7A y 12D) de las células en
cultivo. Si bien la PGE, no es la Unica prostaglandina cuya sintesis utiliza los
intermediarios producidos por la COX-2, es el metabolito mas relevante en la progresiéon
tumoral. Ya en el comienzo de la investigacion oncoldgica con los inhibidores selectivos
de la COX-2 resulté evidente esta discrepancia entre las concentraciones necesarias para
inhibir la enzima y aquellas que evidenciaban efectos antitumorales'’®. Ademas, las
propiedades antitumorales de los inhibidores selectivos de la COX-2 diferian para drogas
muy similares estructuralmente, es decir, no eran lo que en farmacologia se conocen

177, 17
178 "En paralelo,

como efectos “de clase”, al menos en cuanto a sus resultados clinicos
algunos articulos cientificos comenzaron a demostrar efectos de los inhibidores de la
COX-2 en células que carecian de la expresion, siendo el de Zhang et al un ejemplo

7% En este trabajo, fibroblastos primarios obtenidos de

clasico de este tipo de resultados
embriones de ratdon transgénicamente deficientes para la expresiéon de la COX-2, y
transformados con Ha-ras y/o SV-40 respondieron al tratamiento con los AINE de manera
dependiente de la dosis, reduciendo la formacién de colonias en agar y la proliferacién, y

aumentando la apoptosis.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos verificar el papel real de la COX-2,
mas allad de sus inhibidores, en la biologia de estos tumores. Se infectaron las células
LPO7 con vectores retrovirales para la produccion de ARNhc especificos inhibitorios de la
expresion de la COX-2 (Fig. 10A). Los tumores generados por inoculacion sc de estas
células crecieron significativamente menos que los controles con expresion elevada de la
COX-2 (Fig. 10B). El mismo resultado se obtuvo con las metdstasis espontaneas (datos no
mostrados) y con las generadas por inoculacién iv de las células LPO7 (Fig. 10C), lo que
sugiere que la inhibicion de la COX-2 es responsable de los efectos antitumorales del
celecoxib in vivo en este modelo de cancer de pulmon.

La disminucion del nUmero de metastasis mediante el tratamiento con indometacina y
celecoxib, en los ratones portadores del tumor LPO7 (Fig. 7C) y con celecoxib en los
inoculados con LM3 y LMM3 (Fig. 12C), puede ser explicado por la inhibicion de
diferentes procesos. La motilidad, la invasidon y la angiogénesis son directamente
modulados por las prostaglandinas derivadas de la COX-2 o por otros mediadores, como
la IL-1B. Voronov et al demostraron el papel favorecedor de la IL-1B en el desarrollo

71 Ambos inhibidores de la COX-2 redujeron la migracién

metastdsico del melanoma B16
de las células LPO7 en ensayos de reparaciéon de heridas (Fig. 8B). El celecoxib hizo lo
propio con la motilidad de las células LM3 en el mismo tipo de experimentos (Fig. 12F).
Para evaluar la posibilidad de que este efecto fuera independiente de la inhibicién de la
COX-2, se utilizd el dimetilcelecoxib, derivado carente de actividad inhibitoria de esta
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enzima™ " (Fig. 12D). El DMC redujo la migracién de las células LM3 de manera similar al

celecoxib (Fig. 12F). El agregado de PGE, exdgena afectd minimamente la inhibicidn




obtenida con el celecoxib, lo que junto con el resultado anterior sugiere la existencia de
otros blancos moleculares para este AINE en las células LM3 y LMM3, distintos de la COX-
2.

Se ha reportado la inhibicidon de la motilidad de células tumorales de mama mediante el
tratamiento con indometacina o NS398, inhibidor especifico de la cox-28t por el
contrario, no se hallé ningun efecto inhibitorio de la migracion mediante el uso del
mismo NS398 o el no selectivo ibuprofeno en células tumorales de prc’)statam. No
obstante, en ambos trabajos, los antiinflamatorios redujeron la invasién de las células
tumorales. Nuestros resultados demuestran que tanto la indometacina como el celecoxib
redujeron la invasividad de las células LPO7 (Fig. 8B). La inhibicidn de la expresion de la
COX-2 produjo el mismo resultado (Fig. 10E). Se han descripto diferentes mecanismos
gue dan cuenta de esta inhibicidn; el tratamiento con un AINE puede afectar tanto la
motilidad celular como la liberacion de enzimas proteoliticas, mayormente
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metaloproteasas . Cabe destacar que la capacidad invasiva requiere no sélo de la

motilidad celular sino que ademas de la capacidad de degradar la matriz extracelular.

El celecoxib y el NS398 redujeron la actividad de la MMP-2 en los medios condicionados
de lineas celulares de carcinoma escamoso oral*® y osteosarcoma’®, respectivamente,
mientras que el NS398 y la reduccion de la expresiéon de la COX-2 hicieron lo propio en
una linea de fibroblastos humanos cuyos medios condicionados estimulan la invasién de
células de carcinoma escamoso oral™®’. En nuestro trabajo detectamos una baja actividad
proteolitica de la MMP-2 en los medios condicionados de células LPO7 tratadas con
indometacina o celecoxib (Fig. 8C) o mediante la inhibicién de la expresion de la COX-2
(Fig. 10D), y de MMP-9 en los provenientes de las células LM3 tratadas con celecoxib (Fig.
12E). El DMC resulté igualmente efectivo en la reduccion de la actividad gelatinolitica de
la MMP-9 (Fig. 12E). La disminucién de la motilidad y de la actividad proteolitica de la
MMP-2 y de la MMP-9 explica la menor capacidad invasiva de las células LPO7 y LM3
tratadas con los inhibidores de la COX-2. A esta misma disminucién estaria asociada la
reduccion del niumero de metastasis observado en los ratones portadores de tumores
LPO7 (Fig. 7C y 10C) y de aquellos inoculados iv con células LM3 o LMM3 (Fig. 12C)
cuando fueron tratados con los AINE.

La angiogénesis es un proceso necesario para el crecimiento de los tumores mas alla de
las dimensiones impuestas por la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de
hipoxia. Es también un evento clave en la diseminacién metastdsica. Los AINE modulan la
angiogénesis actuando directamente sobre las células endoteliales o sobre las células
tumorales epiteliales y su estroma. Observamos una reduccion del nimero de vasos que
se desarrollan in vivo alrededor de un indculo de células LPO7 cuando estas fueron
previamente tratadas con indometacina o celecoxib (Fig. 8D). La actividad de las
metaloproteasas como la MMP-2 y la MMP-9 también contribuye a la invasion del




estroma tumoral por parte de las células endoteliales para alcanzar zonas no
vascularizadas™®®*'®. La inhibicién de la actividad de la MMP-2 y el uPA (Fig. 8C) por los
inhibidores de la COX-2 puede entonces, no sélo afectar la capacidad invasiva de las
células epiteliales tumorales sino el crecimiento tumoral y el desarrollo metastdsico a
través de la inhibicién de la angiogénesis.

La reduccidn del crecimiento tumoral sc y el nimero de metastasis pulmonares podria
ser consecuencia de una disminucidn de la capacidad proliferativa de las células
tumorales y/o reflejar una pérdida de la capacidad de supervivencia en el medio
nutricionalmente pobre creado por una red vascular deficiente como suele ser la que se
desarrolla en los tumores. Para el caso de las metdstasis, ademas, esta capacidad es
esencial habida cuenta de las condiciones hostiles que soportan las células tumorales
durante la cascada metastasica. En nuestro trabajo, observamos un efecto directo de los
AINE sobre la viabilidad de las células tumorales, ya que tanto la indometacina como el
celecoxib aumentaron la mortalidad de las células LPO7 en cultivo (Fig. 8A y 9E). El
agregado de PGE, revirtié este efecto del celecoxib sobre las células LPO7. El celecoxib
también inhibié la viabilidad de las células LM3 y LMM3 (Fig. 13A), aunque la Clso del
DMC fue levemente menor. En este punto, cabe notar que la progresion tumoral en el
modelo de adenocarcinoma de pulmdn comienza a evidenciar una dependencia de la
COX-2 aparentemente ausente en ambas lineas de tumores mamarios. Al menos, resulta
evidente que los efectos de los AINE son independientes de la enzima en los modelos de
mama y no lo es en el de pulmadn.

Akt es una quinasa involucrada en las vias de sefializacion de la supervivencia y cuya
actividad se encuentra frecuentemente aumentada en muchos tipos de tumores. Es
activada por citoquinas, factores de crecimiento y oncoproteinas como Ras. Esta

activacién estd mediada por la PI3K***

y localiza Akt en la membrana plasmatica donde es
sustrato de la PDK1, que la fosforila en la serina 473. Una vez que estd completamente
activada, Akt se moviliza al citoplasma y al nucleo donde fosforila, activando o inhibiendo
diversos blancos que regulan diferentes funciones celulares, incluyendo el metabolismo
celular, la sintesis proteica, la supervivencia/inhibicion de la apoptosis y la progresion del

192 .7 . or. , .
. Dada la reduccion de la viabilidad en nuestras lineas celulares mediante la

ciclo celular
inhibicion de la COX-2 o el uso de AINE, estudiamos el estado de Akt en nuestros
modelos. Encontramos que tanto en las células LPO7 como en las LM3 y LMMS3, el
tratamiento con celecoxib inhibio la fosforilacion de Akt estimulada por el SFB (Fig. 9A y
14A). En las lineas de mama, nuevamente el DMC produjo resultados similares al
celecoxib (Fig. 14A). En las células LPO7 la ausencia de la COX-2 correlacioné con un nivel
menor de Akt fosforilado en muestras de tumor (Fig. 11A) y en respuesta a la
estimulacion con SFB en células en cultivo (Fig. 11B). Esta reduccién de la actividad de

Akt fue determinante para el efecto de la inhibicion de la COX-2 sobre la viabilidad de las




células LP07, ya que la infeccion con un vector retroviral con la variante
constitutivamente activa de Akt (Fig. 9D y 11D) revirtié parcialmente la reduccion de la
viabilidad con celecoxib (Fig. 9F) o por inhibicién de la expresién de la COX-2 (Fig. 11E).
Un resultado similar se obtuvo con las células LM3 mediante la transfeccion transitoria
de una variante que confiere actividad constitutiva a la PI3K, que fosforila a Akt (Fig. 14D
y 14E). En las células LPO7 con expresién reducida de la COX-2, la PGE, exdgena revirtio la
menor supervivencia (Fig. 11C), confirmando nuevamente el papel clave de esta enzima
en la biologia del tumor LPO7. Entre los blancos de Akt se encuentran proteinas
inhibitorias de la apoptosis, como Bad y Bax. Consecuentemente con este rol modulador
de la apoptosis, observamos que la reduccién de la activacion de Akt correlaciona con un
aumento de la apoptosis en las células LM3 tratadas con celecoxib o DMC (Fig. 13C).

Ademas de Akt, otro factor que interviene en la sefializacion de la supervivencia es el NF-
kB. La activacidon constitutiva de este factor de transcripcién se encontrd asociada a

numerosos tipos de cancer'®

. El NF-kB existe como dimero, mayoritaria aunque no
exclusivamente, de las proteinas p50 y p65. Se encuentra retenido en el citoplasma e
inactivo mediante la interaccién con su inhibidor I1kB. Existen distintos estimulos para la
activacion del NF-kB, entre ellos las citoquinas proinflamatorias y el LPS bacteriano. La
activacion requiere la fosforilacion del IkB y su degradacién proteosémica. En esas
condiciones, el NF-kB trasloca al nucleo donde ejerce sus funciones como factor de
transcripcién. La sintonia fina de la actividad transactivadora la aportan diversas
modificaciones postranscripcionales, entre ellas las provistas por la via de Akt. En este
trabajo, hallamos que el celecoxib reduce la actividad del NF-kB en las células LPO7 (Fig.
9C), en una forma dependiente de la produccién de PGE,, ya que el mismo resultado se
obtuvo con la inhibicidn de la expresion de la COX-2 (Fig. 11F) y se revirtié con la adicién
de PGE, exdgena (Fig. 9C). La misma reduccién de la actividad del NF-kB se obtuvo en las

células LM3 (Fig. 13D) y LMM3 (datos no mostrados) con celecoxib y DMC.

La MAPK p38 transduce un amplio rango de sefiales extracelulares generando multiples y
diferentes efectos bioldgicos. Citoquinas, factores de crecimientos y sefiales de estrés
activan a la p38. Se ha propuesto que la duracién e intensidad de la activacion de la p38
le confiere efectos opuestos a sus respuestas. Por ejemplo, la respuesta al estrés
usualmente genera una fuerte y sostenida activacion de p38, mientras que distintas
funciones homeostaticas estan asociadas con un nivel de activacién bajo y transitorio™*.
Por lo tanto, puede esperarse que el nivel de activacion de la p38 discrimine los sustratos
a ser fosforilados. Una activacion fuerte esta asociada a la promocién de la apoptosis
144. En

nuestro modelo de tumor de pulmén, encontramos que la inhibicién de la COX-2

mientras que niveles bajos de actividad se vinculan con la supervivencia celular

aumenta la fosforilacion de p38 (Fig. 9B y 11G). Consecuentemente, la inhibicion de su
actividad con una dominante negativa revierte totalmente la menor viabilidad observada




por la inhibicién de la COX-2 (Fig. 9H y 11H). Este efecto antitumoral de la p38 coincide
con lo reportado para ratones deficientes en p38a, los cuales fueron mas sensibles a la
tumorigénesis pulmonar inducida por K-ras'®*. En las lineas de mama, tanto el celecoxib
como el DMC incrementaron la fosforilacién de p38 (Fig. 14B y 14C), pero la inhibicién de
su actividad revirtid sélo parcialmente la disminucién de la viabilidad causada por el
tratamiento con ambas drogas (Fig. 14E).

El celecoxib y el DMC produjeron una disminucidn del porcentaje de células LM3 en la
etapa G,/M del ciclo celular (Fig. 11C). Consecuentemente, observamos niveles menores
de los inhibidores del ciclo celular p21 y p27 cuando las células LM3 y LMM3 habian sido
tratadas con cualquiera de estas drogas (Fig. 14B y 14C). La PGE, exdgena no abolid este
efecto del celecoxib (Fig. 14B), lo que concuerda con lo hallado por Han et al en
diferentes lineas de colangiocarcinomas humanos en los que el celecoxib indujo un
arresto del ciclo celular que no pudo ser revertido por la presencia de PGE, o el aumento
de la expresion de la COX-2, y un incremento de los niveles de p21y p27 que no revirtid
por la inhibicién de la expresién de la enzima'’®. Grésch et al obtuvieron un resultado
similar con la expresion de p21y p27 tratando con celecoxib distintas lineas celulares que

diferian en los niveles de COX-2'%°

. Cabe notar que tanto Akt como p38 estdn asociados
con la modulacién de la apoptosis y el ciclo celular. El celecoxib promovio la apoptosis o
el arresto celular de lineas de cancer de mama humanas de manera dependiente o no de
la inhibicion de la COX-2, inhibiendo la activacion de Akt®

de cancer colorrectal humano, el celecoxib indujo la apoptosis via la activacién de la

. Por otra parte, en una linea

MAPK p38, mientras que un inhibidor especifico de p38 anuld este aumento de Ia
apoptosis causado por el celecoxib®’. Finalmente, ambas quinasas, Akt y p38,
interactlan entre si y con otras proteinas en un dialogo cruzado. Por ejemplo, Kikuchi et
al*® demostraron que la inhibicién simultdnea de las vias de Akt y del factor de
transcripcién AP-1 resultaba en la expresién aumentada de p27 y el arresto del ciclo
celular. En nuestro trabajo observamos una disminucién de la activacion de AP-1 (Fig.
13E) junto con las ya mencionadas disminucion de la fosforilacién de Akt (Fig. 14A) y
aumento de la apoptosis y del arresto del ciclo celular (Fig. 13C) mediante el tratamiento
con celecoxib o DMC.

En conjunto, este trabajo demuestra que mecanismos similares subyacen a la inhibicion
de la progresién tumoral mediante el uso de ciertos AINE o la inhibiciéon de la produccion
de prostaglandinas y de la expresion de la COX-2. Mientras que la COX-2 es importante
para la biologia del tumor LPO7 su rol es mas incierto en la de los tumores de mama LM3
y LMM3. En estos ultimos, al menos, la PGE, no parece tener el papel preponderante en
lo que respecta a la viabilidad y la migracidn. Por el contrario, en las células LPO7, la
reduccion de la viabilidad mediante la inhibicién de la COX-2 parece recaer enteramente
en la inhibicién de la producciéon de PGE,. Independientemente de estas diferencias, las




vias de Akt, p38 y NF-kB se ven afectadas ya sea por la inhibiciéon de la expresiéon de la
COX-2 o el uso de los AINE (Fig. 15). La modulacién de estas vias produce en todas las
lineas celulares estudiadas una alteracion de la viabilidad celular.

En las lineas de tumores de mama, Akt y p38 también estan involucrados en la
supervivencia al tratamiento con celecoxib, y son potenciales moduladores de la
actividad de NF-kB y AP-1, mientras que p21 y p27 serian responsables del arresto del
ciclo celular. Debe aclararse que la utilizacion del DMC, que no inhibe la COX-2 pero
emula los efectos antitumorales del celecoxib, no implica necesariamente una
independencia de tales efectos de la inhibicién de la COX-2. Tampoco la incapacidad de la
PGE, de revertir la disminucion de la viabilidad anula la posibilidad de que sea otro
metabolito de la COX-2 el que asuma ese rol. No obstante, ambas evidencias sugieren
fuertemente que los efectos del celecoxib son independientes de la COX-2. Nuevos
experimentos inhibiendo la expresion de la enzima con estrategias similares a la utilizada
con las células LPO7 ayudardan a revelar esta cuestioén.

Con respecto al tumor de pulmén LPO7, podemos concluir que la expresion y/o
productos de la actividad de la COX-2 estan involucrados en la activacién de Akt. Es
probable que estas sefiales involucren de algun modo a la p38, aunque tal comunicacién
no resulte probada en este trabajo. Debe dilucidarse el orden jerarquico de las
contribuciones respectivas de estos factores a la modulacién de la progresion de este
modelo de adenocarcinoma de pulmén por parte de la COX-2. Asimismo la COX-2 modula
la expresion y/o actividad proteolitica de la MMP-2 y la capacidad invasiva de las células
LPO7 (Fig. 15).

Resumiendo, hemos determinado que la accién de los AINE inhibié el crecimiento de los
tumores y sus metastasis en los modelos estudiados durante el desarrollo de esta tesis.
La contribucién de la COX-2 a la progresion tumoral se demostrd en el tumor de pulmdn
LPO7 mientras que su rol en los modelos de cancer de mama, aunque no se descarta, es
mucho menos destacado. No obstante, parece un blanco molecular interesante para
terapias combinadas con otras drogas de uso comun en la practica médica oncoldgica.
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Fig. 15. Resumen de resultados obtenidos con la linea celular de adenocarcinoma de pulmén murino LPO7. La COX-2 favorece la
actividad de Akt y del factor de transcripcién NF-kB. Ambos estan involucrados en la supervivencia celular. Ademas inhibe la
actividad de la MAPK p38 y de la MMP-2. La PGE, seria responsable de estos efectos, actuando de manera autdcrina, aunque no

pueden descartarse otros mediadores, ya sea de manera autdcrina o intracrina.
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INTRODUCCION

La carcinogénesis mamaria es un proceso secuencial a través de etapas clinicas y
patoldgicas definidas, comenzando con la hiperproliferacion ductal, la progresién hacia el
carcinoma ductal in situ (CDIS) y luego invasivo (CDI), y culminando con la diseminacion
metastasica® 2. El CDIS frecuentemente coexiste con lesiones invasivas y recurre como
tumor invasivo en el sitio original, lo que sustenta su consideracién como el potencial
precursor del carcinoma ductal invasivo. La comprension de la patofisiologia del CDIS a
nivel molecular puede conllevar el desarrollo de nuevas terapias que disminuyan la
incidencia de carcinomas invasivos potencialmente letales. Parte del atraso y la dificultad
en el andlisis de tumores de mama preinvasivos, incluyendo el CDIS, se ha debido a la
falta de técnicas apropiadas para el estudio de tumores pequefos, frecuentemente
microscépicos. El desarrollo de tecnologias como los microarreglos de ADN, y el analisis
serial de la expresidn génica, han hecho posible obtener perfiles de expresion génica de
carcinomas mamarios en todas sus etapas”.

Los tejidos epiteliales son estructuras multicelulares, tridimensionales, que interactian
dindmicamente, en el contexto de una red proteica, la matriz extracelular, con multiples
tipos celulares como fibroblastos, adipocitos, células infiltrantes del sistema inmunitario
y células endoteliales. La fidelidad del desarrollo tisular, la remodelacién de los tejidos
adultos y la homeostasis tisular dependen del estricto mantenimiento de un didlogo
espacial y temporal complejo entre el epitelio y el estroma. La perturbacién de estas
interacciones epitelio-estromales resulta en la pérdida de dicha homeostasis tisular y la
induccion de patologias como el cancer®>. Se ha propuesto que el microambiente es un
modificador epigenético del tumor, que puede regular positiva o negativamente el
comportamiento maligno de las células genéticamente aberrantes que lo conforman®.

El rol del microambiente en la preparacién de un terreno fértil para el crecimiento
tumoral fue identificado hacia fines del siglo XIX por Pagets. El descubrimiento de virus
tumorales, oncogenes y genes supresores de tumor en el siglo siguiente relegd estos
primeros estudios, en la busqueda de mecanismos celulares auténomos de iniciacién,
progresion y metdstasis. En la ultima década, la vision de la tumorigénesis enfocada
exclusivamente en el epitelio ha sido lentamente suplantada por otra que involucra al
microambiente tisular. En esta concepcion, la patogénesis tumoral es vista como un
fendmeno ligado a alteraciones de las interacciones epitelio-estromales. Tal como la
funcién de un 6rgano normal esta determinada por la comunicacidn reciproca entre las
células del epitelio y el estroma circundante, el mismo principio organizativo se aplica al




cancer, y la progresion desde una metaplasia hasta la transformacién maligna, puede ser
caracterizada por el incremento de la comunicacién anormal entre las células que
comprenden el tumor y su microambiente. El tumor responde a estas interacciones
cambiantes, y a medida que evoluciona, adquiere nutrientes y evade los mecanismos
antitumorales, invadiendo eventualmente tejidos vecinos. En los modelos tradicionales,
estos cambios se asumian como resultado Unico de defectos preexistentes o adquiridos
en el nucleo de células epiteliales. La identificacion de cambios en la expresidn genética 'y
alteraciones epigenéticas en todos los tipos celulares estromales durante la progresion
del cancer de mama, y el hallazgo de que el sustrato genético del hospedador influencia
el comportamiento metastasico, sugiere que la tumorigénesis es un “esfuerzo de
equipo””. Para identificar cambios moleculares en el microambiente celular, Allinen et al
purificaron y analizaron todos los tipos celulares (epiteliales, mioepiteliales, endoteliales
fibroblastos, miofibroblastos y leucocitos infiltrantes) de tejido mamario normal y de
carcinomas in situ invasivos y concluyeron que los cambios en la expresién génica
ocurren en todos los tipos celulares durante la progresién del cancer de mama, pero los
cambios seleccionados de manera clénica son solo observados en las células tumorales
epiteliales’.

El fibroblasto es el principal tipo celular del estroma y estd intimamente comprometido
en el mencionado didlogo con el epitelio para el mantenimiento de la homeostasis
tisular® °. La primera evidencia de que los fibroblastos y su medio circundante pueden
alterar sus propiedades durante el desarrollo tumoral provino de la observacion de los
patdlogos. La proliferacién de los fibroblastos, el aumento de la presencia de colageno en
la vecindad de las células tumorales y la expresion de novo de actina a de musculo liso,
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indicaban un cambio en el estado de reposo, denominado desmoplasia
desmopladsica es comuUn a muchos tumores sélidos incluidos los de mama, prdstata,
pulmdn y colon, siendo acompafiada, en algunos casos, por el reclutamiento de células

inflamatorias*.

El advenimiento de medios efectivos para separar células estromales y epiteliales y
recombinarlas in vivo o en cultivo, constituyd una herramienta invaluable para disecar las
contribuciones de cada linaje a la transformacién maligna. Mediante experimentos de
coinoculacién de fibroblastos transformados en ratones atimicos, se demostro que éstos
estimulan la tumorigenicidad de una serie de lineas celulares tumorales humanas de

diferentes tejidos™

. Por otra parte, fibroblastos aislados del estroma tumoral reactivo
tuvieron la capacidad de transformar células epiteliales prostaticas no malignas®’. Células
netamente tumorales pueden expresar nuevamente un fenotipo normal, y tejidos
normales desarrollar tumores epiteliales por alteraciones en el microambiente y el
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estroma.




Aunque estos experimentos demostraron claramente que el didlogo entre el epitelio y el
estroma tiene un papel critico en el desarrollo neoplasico, el lenguaje de esa
comunicacién no ha sido descifrado, incluyendo la identidad de las moléculas de
sefializacion paracrinas que son parte constituyente, en parte debido a su complejidad y
redundancia. Un gran numero de factores secretados por multiples tipos celulares
pueden estar asociados a los mismos efectos, lo cual implica un desafio cuando se
intenta identificar blancos terapéuticos

Muchos trabajos que analizan las interacciones epitelio-estromales han estudiado las

. . . . . . . s 19, 2
citoquinas y quimioquinas como mediadores potenciales de ese didlogo®® *°

, mientras
gue no ha ocurrido lo mismo con la sefalizacién por mediadores lipidicos como las
prostaglandinas. La COX-2 emerge como un biomarcador importante y es un blanco
experimental para el tratamiento de algunos tumores sdlidos. El papel potencial de esta
enzima en los estadios preinvasivos de la tumorigénesis mamaria se ha estudiado
abundantemente debido al resultado de estudios epidemioldgicos en humanos que
relacionan el uso de AINE con un menor riesgo de cancer de mama®'. El andlisis de la
expresion de COX-2 en el CDIS, en combinacién con otros marcadores como p16 y Ki67,
demostrd su asociacién con el subsecuente comportamiento del tumor, y su utilidad
como factor predictor del riesgo de recurrencia invasiva’’. De acuerdo con esta
observacion, un estudio ha reportado que la expresion de COX-2 en la hiperplasia
epitelial atipica correlacioné con el subsecuente desarrollo de cancer de mama, e
identifico a la COX-2 como un biomarcador potencial para la prediccién del riesgo y la
seleccion de pacientes para estudios de quimioprevencién®. En otro estudio se detectd
expresion de COX-2 en un 85/ de los especimenes de CDIS, correlacionando la mayor
expresiéon con un mayor grado nuclear®®. Los CDIS adyacentes a tumores invasivos
expresan altos niveles de COX-2, mayores a los del tejido invasivo, sugiriendo que la
expresion de la misma puede ser un evento temprano en la carcinogénesis mamaria®>.

Mediante el andlisis del perfil molecular de tumores humanos y experimentos con
modelos de CDIS se han identificado grandes cambios en la expresidn génica y los perfiles
epigenéticos de cada tipo celular de los que componen el microambiente tumoral®®.
Estos estudios demostraron la importancia de las interacciones epitelio-estromales en la
progresion del CDIS. El rol del microambiente en la induccién y mantenimiento de la
expresion de COX-2 en lesiones preinvasivas de la mama como el CDIS no ha sido
estudiado extensamente. En este trabajo, investigamos si la COX-2 es un mediador
potencial de estas interacciones celulares que promueven el crecimiento y la progresién
de tumores in situ, utilizando un modelo de xenotrasplante de CDIS humano.




OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el potencial papel mediador de la COX-2
en las interacciones celulares entre el epitelio y el estroma que promueva la transicién
del carcinoma ductal in situ de mama a carcinoma invasivo.

Para tal fin se utilizd un modelo de células tumorales humanas, MCF10DCIS.com
(MCFDCIS en adelante) que cuando es trasplantado en ratones atimicos reproduce
aspectos fundamentales de la progresién de los tumores humanos de tipo basal, y como
tal podia ser usado para estudiar los mecanismos moleculares subyacentes a la transicion
de in situ a carcinoma invasivo®’. La inoculacién de células MCFDCIS con fibroblastos
normales, tumorales o provenientes de sinovios de pacientes con artritis reumatica (AR),
promovio la transicion de los tumores in situ a invasivos. Los cambios mds notables se
produjeron con los fibroblastos de AR. El fibroblasto es el tipo celular predominante en el
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[“°. La AR es una enfermedad inflamatoria crdnica caracterizada

microambiente tumora
por un desorden del microambiente sinovial. Los fibroblastos de AR proveen un ejemplo
del papel de las células estromales en la persistencia de la inflamacién. Ademas,
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expresan un fenotipo que es estable en condiciones de cultivo in vitro
razones se decidid utilizar un modelo de co-cultivos in vitro de células MCFDCIS vy
fibroblastos de AR (RASF) para investigar las interacciones entre el epitelio y el estroma

en la progresion del CDIS.
Los objetivos especificos fueron:

B La reproduccion in vitro de los resultados observados con la coinoculaciéon in vivo
de las células MCFDCIS y RASF. Para ello se realizaron cultivos en 2 y 3
dimensiones para evaluar el crecimiento celular, la motilidad y la capacidad
invasiva de las células MCFDCIS.

B El anadlisis del papel de la COX-2 en estas interacciones entre células MCFDCIS y
RASF, mediante la inhibicion de su actividad y el silenciamiento de su expresién.




MATERIALES Y METODOS

Las células MCF10DCIS.com se cultivaron en DMEM/F12 con 5/ de suero de caballo, 10
ug/ml de insulina, 0,5pug/ml de hidrocortisona, 0,1ug/ml de toxina colérica, 20ng/ml de
factor de crecimiento epidérmico (EGF), L-glutamina 2mM vy penicilina y estreptomicina.
Los fibroblastos de artritis reumatica se cultivaron en DMEM con 10/ de suero de
ternero fortificado con hierro.

Los co-cultivos de ambos tipos celulares para el aislamiento de ARN se realizaron de la
siguiente manera: se sembraron 3x10° fibroblastos en placas de 100 mm en DMEM
suplementado con 10/ de SFB y se incubaron durante 24 h. Luego se sembraron 1x10°
células MCFDCIS sobre estas placas y los co-cultivos se mantuvieron por 48 h en el medio
de cultivo de estos ultimos. Las células MCFDCIS se obtuvieron a partir de los co-cultivos
mediante el uso de perlas magnéticas conjugadas a un anticuerpo (CELLection™
Epithelial Enrich, Invitrogen) especifico para dos antigenos (glicoproteinas de la
membrana) expresada en la mayoria de las células epiteliales humanas, normales o
tumorales. Asimismo, se realizd una seleccidn negativa, mediante la exclusién de los
fibroblastos con la utilizaciéon del kit CELLection Pan Mouse 1gG Kit (Invitrogen) y el

anticuerpo IB10 (Sigma-Aldrich).

Para la obtencion de medios condicionados se utilizé el mismo procedimiento que para el
aislamiento de ARN, pero adaptado a placas de 35 mm. Luego de 48 h de co-cultivo, las
placas se lavaron tres veces con PBS y se agregd DMEM/F12 sin aditivos. Los co-cultivos
se incubaron por otras 24 h y entonces se recolectaron los medios condicionados, se
centrifugaron para eliminar desechos celulares y fueron congelados a -802C.

Para los cultivos en 3D cada pocillo de una placa de 24 se recubrié con 100 ul de Matrigel
(BD Biosciences). Luego de la gelificacién, se sembraron 5x10° células MCFDCIS junto o
no con 15x10° fibroblastos en DMEM/F12 preparado con una concentracién doble a la
habitual, suplementado también con una concentracion doble de aditivos (sin
hidrocortisona), y el agregado de un volumen igual de Matrigel. Una vez solidificado, se
agregé medio de cultivo (en la concentracién habitual, propia y de suplementos, sin
hidrocortisona) sobre el Matrigel. Los cultivos se incubaron en condiciones estandar.
Cuando fue necesario recuperar las colonias, los cultivos fueron tratados con dispasa y
lavados exhaustivamente con PBS frio para eliminar el Matrigel.




El celecoxib (RTK Laboratories) y el éster fenetilo del acido cafeico (Sigma-Aldrich) se
disolvieron en DMSO, el cual se mantuvo en una concentracion de 0,1/ en los cultivos.

La extraccién del ARN se realizé mediante la utilizacién del kit RNeasy Mini (Qiagen) y las
columnas QIAshredder (Qiagen). El ADNc se obtuvo mediante el uso del kit Omniscript RT
(Qiagen) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de RCP cuantitativa se
utilizaron maquinas ABI 7500 QPCR con el reactivo ABI SYBR Green PCR Master Mix segun
las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). Las condiciones de ciclado fueron: 8
min a 952C seguidos de 40 ciclos de 15 s a 952C mas 1 min a 58,52C. El nimero de copias
relativo entre los distintos tratamientos se calculé por el método de comparacion de los
C;, usdndose como control para la normalizacidn la proteina ribosémica L39 (RPL39). Las
secuencias de los primers se detallan en la Tabla 1.

Primers para: Directo Reverso

PTGS2 TGAGCATCTACGGTTTGCTG TGCTTGTCTGGAACAACTGC
MMP9 CTACCACCTCGAACTTTGACAGC | CATTCACGTCGTCCTTATGCAAG
MMP14 CATGCAGAAGTTTTACGGCTTG TAGCGCTTCCTTCGAACATTG
RPL39 CAGCTTCCCTCCTCTTCCTT GCCAGGAATCGCTTAATCC

Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados para las PCR cuantitativas

Se sembraron 2,1x10” fibroblastos en placas de 24 pocillos. El mismo dia se transfectaron
las células MCFDCIS, mediante Lipofectamine2000 (Invitrogen), con un plasmido
reportero con el gen de la luciferasa de P. pyralis bajo el control de un promotor que
contenia elementos repetidos de respuesta al factor NF-kB y otro plasmido con el gen de
la luciferasa de Renilla. El dia siguiente, 7x10° de estas células transfectadas se
sembraron en cada pocillo de la placa que contenia los fibroblastos o en pocillos vacios.
Se incubaron las placas durante 24 h y se procedié a determinar la actividad de ambas
luciferasas mediante el uso de los reactivos del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega).

Los medios condicionados, estandarizados sus volUmenes de acuerdo a la cuantificacion
de la proteina celular, se sembraron en condiciones no reductoras y se resolvieron en
geles de 10/ de acrilamida [Novex 10/ Zymogram (Gelatin) Gel, Invitrogen] con 0,1/ de
gelatina. Se realizé la corrida electroforética en bufer Tris-Glicina-SDS. Posteriormente se
elimind el SDS con un lavado durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion




suave, con el bufer de re-naturalizacién Novex (Invitrogen). Luego se incubaron los geles
a 372C en el bufer de desarrollo Novex (Invitrogen) durante 36 h. Se tifieron los geles con
una solucién de 0,1/ de azul de Coomassie en 40/ de etanol y 10/ de acido acético y se
destifieron con una solucién de 10/ de etanol y 7,5/ de 4cido acético. Se midié la
densidad de las bandas claras correspondientes a la actividad litica sobre la gelatina.

Se ensayd la capacidad invasiva y la motilidad usando las camaras BD BioCoat™
Matrigel™ Invasion Chambers y BD Falcon™ Cell Culture Insert Companion Plates (BD
Biosciences), respectivamente (diametro del inserto: 6,5 mm, poro: 8 um). Las células
MCFDCIS se cargaron con el colorante fluorescente CellTracker™ Green CMF-DA
(Invitrogen). Se suspendieron 1x10” células MCFDCIS solas o junto con 2x10* fibroblastos
en 0,5ml de DMEM/F12 sin SFB y se sembraron en el compartimiento superior de la
camara. Se agregaron 0,75ml| de DMEM/F12 suplementado con 20/ de SFB como
guimioatractante en el compartimiento inferior. Luego de una incubacion de 36h en
condiciones estandar, se lavaron los filtros con PBS y se removieron las células en la cara
superior por medio de un hisopo humedo. Se fijaron las células en la superficie inferior
con solucion de Carnoy a temperatura ambiente. Se tifieron los nucleos con DAPI. Las
células verdes se contaron bajo un aumento x100 usando un microscopio invertido. Cada
experimento se realizd por triplicado y se repitié al menos dos veces.




RESULTADOS

Para tratar de descifrar qué mecanismos moleculares subyacen a las interacciones entre
las células tumorales epiteliales MCFDCIS y los fibroblastos, y su papel en la progresion
hacia el carcinoma invasivo, se desarrollaron cocultivos en dos y tres dimensiones (2D y
3D, respectivamente) que incluian a los dos tipos celulares. El cocultivo con fibroblastos
en Matrigel resultdé en un crecimiento invasivo de las células MCFDCIS, con
ramificaciones a partir de los esferoides, en cuyos extremos distales se podian observar,
en la mayoria de los casos, uno o mas fibroblastos (Fig. 1A).

Se hicieron ensayos de invasién in vitro para cuantificar el efecto pro-invasivo de los
fibroblastos sobre las células MCFDCIS, las cuales fueron cargadas con un colorante
fluorescente para permitir la discriminacién entre ambos tipos celulares. Estos ensayos
demostraron que los fibroblastos incrementaron significativamente la motilidad y la
invasion de las células MCFDCIS a través del Matrigel (Fig. 1B). Este efecto no requiriod del
contacto directo entre los dos tipos celulares dado que con la presencia de medio
condicionado de los fibroblastos en lugar de las células se observé esencialmente el
mismo resultado (datos no mostrados). De acuerdo con esto, cuando se analizé el medio
condicionado de los cocultivos mediante zimografias con gelatina como sustrato, se
detectd un aumento de la actividad de la metaloproteasa-9 (MMP-9), comparado con los
medios condicionados de cultivos de células MCFDCIS solamente (Fig. 1C).

Se estudiaron las alteraciones en la expresiéon de genes en las células MCFDCIS que
pudieran acompafiar los cambios fenotipicos inducidos por los fibroblastos, mediante
gPCR. De esta manera se detectaron cambios en la expresidon de los ARNm de la COX-2 y
la MMP-14 en las células MCFDCIS recuperadas de cocultivos en 2D con fibroblastos de
AR (Fig. 1D). No se pudieron observar cambios en la expresion de la MMP-9, a pesar de
detectar el mencionado aumento de su actividad en los cocultivos. La cuantificacion de
los niveles de ARNm de la COX-2 y la MMP-14 y la MMP-9 en las células MCFDCIS
recuperadas de las colonias crecidas en Matrigel, produjo los mismos resultados (datos
no mostrados).

Ensayos preliminares sobre medios condicionados de fibroblastos de AR y de células
mioepiteliales HME, que antagonizan los efectos de los fibroblastos en cuanto al cambio
fenotipico de las células MCFDCIS, habian demostrado niveles mayores de distintas
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citoquinas liberadas por los fibroblastos en comparacion a las células mioepiteliales.
Dado que la actividad del factor de transcripcion NF-kB estd regulada por varias
citoquinas, se determind dicha actividad en las células MCFDCIS cocultivadas con
fibroblastos o con medio condicionado de los mismos por medio de ensayos de gen
reportero. Se encontré un aumento de la actividad de NF-kB en ambas condiciones
comparadas con el cultivo de células MCFDCIS solas o sin medio condicionado (Fig. 1E).

Luego determinamos si la activacion de NF-kB es necesaria para los efectos
estimulatorios de la capacidad invasiva de las células MCFDCIS exhibidos por los
fibroblastos. Para esto se expresd, en las células tumorales, una version mutada del
inhibidor de NF-kB, IkB, que actla como super-represor de su actividad. Las células
MCFDCIS que portaban este IkB mutado demostraron una capacidad invasiva disminuida
a través del Matrigel cuando fueron cocultivadas con fibroblastos de AR, aunque su
motilidad no fue disminuida (Fig. 1F). Esta reduccién de la invasién fue acompafiada por
una disminucion de la actividad de MMP-9 en medios condicionados de células MCFDCIS
que portaban el IkB cuando fueron cocultivadas con fibroblastos (Fig 1G). La expresion de
este IkB mutado también redujo, aunque no elimind el aumento en la expresion de COX-
2 y MMP-14 en las células MCFDCIS cocultivadas con fibroblastos (Fig. 1H).

Se analizaron las consecuencias de la inhibicidon farmacoldgica de la actividad de la COX-2
y el NF-kB sobre los efectos de los fibroblastos promotores de la invasion de las células
MCFDCIS. El celecoxib, inhibidor selectivo de la COX-2 redujo significativamente la
capacidad invasiva de las células MCFDCIS en presencia de los fibroblastos de AR, sin
alterar su motilidad (Fig. 2A). De manera similar, el inhibidor de la actividad de NF-kB,
CAPE, disminuyé la invasién de las células MCFDCIS estimulada por los fibroblastos. El
CAPE no afecté la motilidad de las células tumorales (Fig. 2B).

Dado que los inhibidores de la COX-2 pueden ejercer a la vez efectos dependientes e
independientes de su accidén sobre esta enzima, se generaron derivados de las células
MCFDCIS que expresaran establemente ARNhc para la COX-2. La misma estrategia se
utilizé para inhibir la MMP-9. La reduccidn efectiva de la expresion de ambas proteinas se
confirmé por gPCR y WB. Cuando la capacidad migratoria e invasiva de estos clones con
expresion reducida de COX-2 y MMP-9 se ensayd en los cocultivos, la invasion inducida
por los fibroblastos se redujo mientras que no sucedié lo mismo con la motilidad (Fig.
3Q). La actividad de la MMP-9 disminuyd levemente en los cocultivos de fibroblastos de
AR vy los clones con baja expresiéon de COX-2 (datos no mostrados). Estos resultados
indican que, al menos en parte, la actividad promotora de la invasion que mostraban los
fibroblastos en los cocultivos, se debia a la modulacion positiva de la expresién de la
COX-2y la MMP-9 en las células MCFDCIS.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En trabajos previos se demostré que el modelo de xenotrasplante con las células
MCF10DCIS.com reproduce las principales caracteristicas de la progresién de los tumores
de mama de tipo basal, y que por lo tanto, es util para investigar los mecanismos
moleculares que gobiernan la transicién del carcinoma de mama in situ al invasivo>'. Por
otra parte, la coinoculaciéon de fibroblastos estromales, derivados de tejido mamario
normal, de tumores de mama o sinoviales de pacientes con artritis reumatica promovié
la invasién de las células MCFDCIS, efecto que fue contrarrestado por la coinoculacién
con células mioepiteliales normales>'. En otros resultados anteriores a los desarrollados
en esta tesis, la coinoculacién de fibroblastos y células MCFDCIS en ratones atimicos llevd
a un aumento en la expresion de COX-2 en estas ultimas, mientras que con la
coinoculacién de células mioepiteliales solo se detectaron unas pocas células positivas
para la expresion de COX-2*. Un resultado similar se reportd en un estudio de cancer de
pancreas, en el cual la expresion de COX-2 aumento significativamente en repuesta al
cocultivo con fibroblastos. En este trabajo, ademas, la reduccién de la expresién de COX-
2 disminuyd las propiedades invasivas de las células tumorales, adquiridas por
interacciones epiteliales—mesenquimales33. La expresion de COX-2 en los xenotrasplantes
de las células MCFDCIS solas se mantuvo reducida aun cuando los tumores se tornaron
invasivos luego de 7-8 semanas, lo que sugiere que la expresion elevada de COX-2 en las
células MCFDCIS coinoculadas con fibroblastos era consecuencia de la presencia de éstos
y no de la adquisicién de un fenotipo invasivo®~.

Los fibroblastos de AR provocaron el cambio hacia un perfil invasivo de las células
MCFDCIS en los cultivos en 3D (Fig. 1A). En concordancia con lo reportado en un trabajo
que utilizd cocultivos de fibroblastos y células de carcinoma escamoso de piel®!, se
observd que en el extremo distal de los grupos de células invasoras se encontraban al
menos un fibroblasto lider. Al menos en algunos aspectos, la progresion invasiva y las

interacciones entre células que ocurren en los xenotrasplantes“' 32

pudieron ser
reproducidas en este modelo de cultivo celular, y por lo tanto, puede ser usado para la

diseccidn de vias de sefalizacion involucradas en estos procesos.

El cocultivo con fibroblastos de AR provocé un aumento de los transcriptos de COX-2 y
MMP-14 en las células MCFDCIS, similar a lo hallado con el mismo modelo en
xenotrasplantesa2 (Fig. 1D). También se encontré un aumento de la actividad de MMP-9
en los cocultivos (Fig. 1C), aunque no ocurrié lo mismo con los niveles de su ARNm. La
MMP-14 es una metaloproteasa de membrana (MT1-MMP) que activa maltiples MMP*,
por lo cual el aumento de su expresidn en los cocultivos podria provocar un incremento
de la actividad de MMP-9 sin alterar su expresion a nivel del ARNm o de la proteina
misma. Diversos trabajos implican a la MMP-14 en la activacion de la MMP-9 en una




cascada que involucra a la MMP-13 como intermediaria®® *’

. No obstante, dada la
compleja regulacién de las MMP vy otras proteasas que degradan la matriz extracelular,

no se pueden descartar hipdtesis alternativas.

Las células MCFDCIS incrementaron la actividad del factor NF-kB cuando se cocultivaron
con fibroblastos de AR (Fig. 1E). Como fibroblastos con un fenotipo inflamatorio, éstos
secretan distintas citoquinas que pueden estimular la actividad de NF-kB. Este factor, por
su parte, puede incrementar la expresion de diversos genes de proteinas
proinflamatorias, entre ellas la COX-2%. Diversos trabajos demostraron que su actividad
estd involucrada en el aumento de la expresion de la MMP-14%*°_ De acuerdo con esto,
los niveles de ARNm de COX-2 y MMP-14 fueron menores en las células MCFDCIS
portadoras del super-represor de NF-kB al ser cocultivadas con fibroblastos (Fig. 1H). La
actividad de la MMP-9 también se redujo con esta estrategia (Fig. 1G). La inhibicién de la
actividad de NF-kB con un inhibidor farmacoldgico o por expresion de su super-represor
redujo parcialmente el aumento de la capacidad invasiva de las células MCFDCIS en los
cocultivos (Fig. 1F y 2B). Esta inhibicion incompleta se puede explicar por la activacion de
diversas vias de sefializacién inducidas por las interacciones epiteliales-estromales. Por
ejemplo, numerosas citoquinas secretadas por los fibroblastos de AR activan vias de
sefializacion que pueden regular positivamente la expresién de COX-2 y las MMP, y
aumentar la motilidad y la capacidad; entre ellas las vias de ERK, Akt y el calcio

intracelular, adema3s del NE-kB**

. Por otra parte, varias PG y otros mediadores lipidicos
y especies reactivas de oxigeno producidas por los fibroblastos de AR pueden favorecer
el crecimiento tumoral y la capacidad invasiva. La misma COX-2 de las células tumorales
estd involucrada en el aumento de la invasividad promovida por los fibroblastos de AR
(Fig. 2C). Esta capacidad estaria asociada al aumento de la actividad de la MMP-9, dado
gue la inhibicién de la expresién de esta proteasa disminuye la invasién a través del

Matrigel (Fig. 2C).

En este trabajo se demostrd el papel de la COX-2, la MMP-9 y el NF-kB en la adquisicion
del fenotipo invasivo de las células MCFDCIS al ser cocultivadas con fibroblastos
inflamatorios. Estas interacciones entre los dos tipos celulares provocaron también un
aumento de la expresiéon de la MMP-14. Permanece por resolver las relaciones de
jerarquia entre estos factores. Por ejemplo, la inhibicién de NF-kB disminuyd la expresidn
de COX-2 y MMP-14, coincidentemente con lo reportado sobre la actividad de este
factor. Sin embargo, la MMP-14 puede incrementar la expresion de COX-2,
independientemente de su actividad proteolitica, valiéndose de la sefializaciéon via NF-
kB.*
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Fig. 3. Resumen de los resultados obtenidos con el modelo de cocultivo de células de carcinoma ductal in situ y fibroblastos
inflamatorios. Las células MCF10DCIS.com responden a las sefiales provenientes de los fibroblastos incrementando la expresion de
la COX-2 y la MMP-14, mediada en parte por la actividad del factor de transcripcién NF-kB. El cocultivo, ademas produce un
aumento de la actividad de la MMP-9. La MMP-14 podria ser responsable de este aumento de la forma activa de la MMP-9. En
conjunto, La COX-2, la MMP-9, la MMP-14 y el NF-kB promueven la invasividad de las células tumorales.




La redundancia de factores secretados y de las redes que modulan las interacciones
epiteliales-estromales evidencian las dificultades asociadas con el tratamiento de las
alteraciones en el microambiente tumoral. Multiples tipos celulares presentes en el dicho
microambiente pueden producir distintas citoquinas y quimioquinas con la capacidad de
provocar respuestas similares en las células tumorales epiteliales. Por lo tanto, la
inhibicién de una via particular puede no resultar terapéuticamente favorable. De
manera andloga, esta redundancia hace dificil discernir como las células tumorales
epiteliales podrian desarrollar una dependencia de un tipo celular estromal en particular,
y como esta interaccién podria proveer una ventaja selectiva para la expansién de un
clon especifico de células estromales.

Resumiendo, a pesar de la complejidad de la comunicacién entre la célula tumoral y su
microambiente, hemos demostrado que la COX-2 interviene en el didlogo entre el
epitelio y su estroma, en particular en un contexto inflamatorio como lo es el aportado
por los fibroblastos de artritis reumatica. En ese escenario, el aumento de la expresién de
COX-2 en las céluas tumorales, inducido por el estroma, promueve la transicién de CDIS a

carcinoma invasivo.
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