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RESUMEN
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Estudio de las interacciones celulares y moleculares involucradas en la
progresion de los tumores mamarios. Componente luminal, mioepitelial y el

nicho stem/progenitor.

El cancer de mama es la neoplasia maligna con mayor incidencia en la poblacion
femenina y con mayor tasa de mortalidad en los paises occidentales.

En el presente trabajo hemos explorado el comportamiento de cada uno de los
componentes celulares del cancer de mama, bajo la modulacién de dos sistemas
moleculares involucrados en la progresion tumoral: el sistema retinoide y la via de
la proteina quinasa C (PKC). Nos hemos propuesto dilucidar los mejores blancos
terapéuticos que nos permitan, con una terapia combinada, inhibir la progresién
tumoral mamaria a través de la reduccidn de la expansion del nicho
stem/progenitor.

Para llevar a cabo estos estudios hemos utilizado principalmente la linea tumoral
mamaria murina LM38-LP compuesta por células luminales, mioepiteliales y stem
tumorales y de fenotipo triple negativo.

Es conocido que el Acido retinoico ejerce algunos de sus efectos sobre la
diferenciacion celular y la reversion del fenotipo maligno a través de interacciones
con isoformas de PKC.

Hemos demostrado que el tratamiento retinoide produce una disminucion de la
expresion de PKC alfa en todos los componentes celulares tumorales. Ademas, la
inhibicion farmacologica de esta isoforma colabora, en forma aditiva y/o sinérgica,
con el tratamiento del Acido Retinoico, principalmente a través del aumento del
receptor retinoide RAR y la disminucién del receptor retinoide RARy, reduciendo
multiples aspectos de la progresién tumoral tanto in vitro como in vivo.

Por otro lado, el tratamiento con Acido Retinoico sélo ha podido modular
positivamente la expresion de la isoforma delta de PKC en el componente luminal
del tumor, en consecuencia la inhibicién farmacolégica de esta isoforma conlleva
a efectos biolégicos independientes del sistema retinoide en los otros
componentes celulares. Este fendmeno se evidencio fuertemente en las células
stem/progenitoras. En este sentido hemos demostrado que PKC delta esta
involucrada principalmente en el mantenimiento y auto-renovacion del

componente stem a través del mecanismo de autofagia.
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Por ultimo, el estudio del panel de receptores retinoides y de PKCs en cada uno
de los componentes celulares del tumor LM38-LP, nos ha llevado a realizar un
analisis in silico donde hemos evidenciado que bajos niveles del receptor
retinoide RARy y de PKCa conjuntamente con altos niveles de RAR, se
asociaron con una mayor sobrevida libre de enfermedad en pacientes portadores
de cancer de mama subtipo basal.

Hemos hipotetizado que una terapia combinada de Acido Retinoico con un
inhibidor farmacolégico de PKCa, basado en la apoptosis y diferenciacion y/o
bloqueo de la auto-renovacion de las células stem/progenitoras podria contribuir
al tratamiento de pacientes con cancer de mama no respondedores a las terapias

convencionales.

Palabras Claves: Acido Retinoico; Proteina Quinasa C; Cancer de Mama;

Células Luminales; Células Mioepiteliales; Células Stem Tumorales.
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Cellular and molecular interactions involved in breast tumors progression.

Luminal, myoepithelial and stem/progenitor niche components.

Breast cancer is the malignant neoplasm with the highest incidence in the female
population and the highest mortality rate in western countries.

In this study, we explored the behavior of each breast cancer cellular component,
under the modulation of two molecular systems involved in tumor progression: the
retinoid system and the protein kinase C (PKC) pathway. We aim to elucidate
which are the best therapeutic targets that allow us to inhibit mammary tumor
progression by reducing the expansion of the stem/progenitor niche, using a
combined therapy.

The studies were performed using mainly the murine mammary tumor-derived cell
line LM38-LP which presents luminal, myoepithelial and tumor stem cells and a
triple negative phenotype.

It is known that retinoic acid exerts some of its effects on cell differentiation and
reversion of the malignant phenotype through interactions with PKC isoforms.

We could demonstrate that the retinoid treatment causes a decrease in PKC
alpha expression in all tumor cell components. Furthermore, the pharmacological
inhibition of this isoform contributes, in an additively and/or synergistic function,
with the retinoic acid treatment, mainly through the increase of RARB and the
decrease RARYy retinoic receptors, thus impairing multiple aspects of tumor
progression both in vitro and in vivo.

On the other hand, retinoic acid treatment increased PKC delta expression only in
the luminal component, consequently the pharmacological inhibition of this
isoform leads to biological effects independently of retinoid system in the other cell
components. This phenomenon was strongly evidenced in the stem/progenitor
cells. In this sense we could determine that PKC delta is mainly involved the
maintenance and self-renewal of the stem component through an autophagy
mechanism.

Finally, the study of retinoid receptors and PKCs expression panel in each cellular
component, led us to perform an in silico analysis where we could define that
basal-like breast cancer tumor patients, with low PKC alpha and RARYy levels

together with high RARP levels, present an increased survival rate.
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We hypothesized that a combined therapy using Retinoic Acid together with a
PKCa pharmacological inhibitor, may contribute to treatment of breast cancer
patients unresponsive to conventional therapies, based on apoptosis,

differentiation and/or the blockade of stem/progenitor-cells self-renewal.

Keywords: Retinoic Acid; Protein Kinase C; Breast Cancer; Luminal Cells;
Myoephitelial Cells; Cancer Stem Cells.
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ME: Matriz extracelular (ME)

MMPs: Metaloproteinasas de matriz

uPA: Plasmindgeno de tipo uroquinasa

MC: Medio condicionado

VEGF-A: Factor de crecimiento del endotelio vascular A
TSP-1: Trombospondina-1

CDKs: Quinasas dependientes de ciclinas

AND: Acido desoxiribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

LEP: Células epiteliales luminales

MEP: Células mioepiteliales

CSC: Células stem tumorales

RE: Receptor de estrégenos

RPG: Receptor de progesterona

HERZ2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
RA: Acido retinoico

RBP4: Proteina sérica de union a retinol

CRBP: Proteina celular de unién a retino

CRABP: Proteina celular de union a acido retinoico
ADH: Enzima retinol deshidrogenasa

ALDH: Retinaldehido deshidrogenasa

ATRA: Forma trans del acido retinoico

RARs: Receptores retinoicos

RXRs: Receptores rexinoideos

DBD: Dominio de union al ADN

LBD: Dominio de unién al ligando

RARE: Elemento de respuesta al acido retinoico

HDAC: Desacetilasas de histonas
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HATSs: Acetilasas de histonas

PKC: Proteina Quinasa C

PML: Leucemia promielocitica aguda
SFB: Suero fetal bovino

3MA: 3-metiladenina

BAF: Bafilomicina A1

PI3K: Fosfatidilinositol quinasas tipo Il (PI3K)
EGF: Factor de crecimiento epidérmico
SDS: Dodecil sulfato de sodio

PBS: Buffer fosfato salino

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

3D: Tridimensional

D-MEM: Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco

IP: loduro de Propidio

T.A: Temperatura ambiente
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El Cancer

Conceptos generales

Las células normales tienen perfectamente regulados todos los procesos
fisiolégicos. Cuando dichas células pierden la capacidad de regulacion de estos
procesos, pueden adquirir capacidad de proliferar indefinidamente y resistir
senales de muerte. Este crecimiento descontrolado de células anormales que da
origen a un tumor se denomina “neoplasia”. Puede distinguirse entre dos tipos de
neoplasias de acuerdo a su agresividad, las benignas o malignas. Un tumor
benigno es un crecimiento celular que se limita a su sitio de origen y por lo
general no representa un riesgo para la vida. Por otro lado, las neoplasias
malignas suelen tener una tasa de crecimiento rapida, son mas indiferenciados
que las células originales y son capaces de invadir nuevos tejidos. El cancer se

refiere a la neoplasia maligna [1].

Carcinogénesis

El proceso de carcinogénesis es un proceso que se desarrolla en multiples
etapas, en donde se acumulan numerosos eventos mutagénicos que conducen
finalmente al cancer [2]. Este proceso es inducido por agentes carcinogénicos o
alteraciones heredadas en células que son sensibles a los mismos. Las células
transformadas desarrollan una ventaja adaptativa determinada por la ganancia de
caracteristicas que les permiten crecer y expandirse en forma clonal, frente a las
células normales dentro de un tejido determinado. Una de las caracteristicas que
permite la adquisicion de esta ventaja adaptativa es la inestabilidad gendmica
que tienen las células que componen al tumor. Esta inestabilidad es capaz de
generar mutaciones puntuales o de longitud variable al azar, alteraciones en los
patrones de metilacién génica e incluso re-arreglos cromosémicos, lo que
conduce generalmente a la activacion de proto-oncogenes o a la inactivacion de

genes supresores de tumores [2].
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En los afios 2000 y 2011 Hanahan y Weinberg[3, 4] describieron las alteraciones
de la fisiologia celular indispensables para la transformacion maligna y la
progresion tumoral, asi como también la importancia de la inflamacion y el papel
del microambiente en estos procesos: A) Inestabilidad gendmica; B)
Autosuficiencia respecto a senales de crecimiento; C) Metabolismo celular
desregulado; D) Evasion ante senales inhibitorias del crecimiento; E) Potencial
replicativo ilimitado; F) Angiogénesis sostenida; G) Invasion tisular y metastasis;

H) Evasion del sistema inmune; ) Inflamacién promovida por el tumor. (Fig.l.1.)

Sefiales Evasion de
continuas de supresores de
proliferacion crecimiento

Metabolismo Evasion del
celular sistema

Resistencia Inmortalidad
ala muerte replicativa
celular
Inestabilidad Inflamacion
genomica romovida por
el tumor

Induccién de Qapapidad
angiogénesis invasiva y
metastasica

Figura I.1. Caracteristicas principales de los tumores malignos. Modificado de Hanahan, D.,
Weinberg, R.A [4]

Diseminacion metastasica

La metastasis es la propagacion de un foco canceroso a un 6rgano distinto de

aquel en que se inicid. La diseminacion metastasica es la consecuencia de un
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complejo proceso selectivo, multifactorial y altamente ineficiente, ya que solo el
0,01 % de las células que se desprenden de un tumor y entran en la circulacion
llegaran a dar un crecimiento secundario. En este proceso, denominado cascada
metastasica (Fig.l.2.), participan factores inherentes a la célula tumoral y factores
del huésped [5, 6].

Para que la metastasis sea exitosa la célula tumoral debe disociarse del tumor
primario, invadir los tejidos del huésped, viajar por la circulacion sanguinea y/o
linfatica o a través de las cavidades del cuerpo, escapar de la vigilancia
inmunoldgica, detenerse en un 6rgano "blanco" al que invade y donde finalmente
proliferara para formar un tumor secundario [6, 7]. Aquella célula capaz de
desarrollar una metastasis debe atravesar exitosamente cada etapa de esta
secuencia de eventos y si fracasa en algun paso sera eliminada. Desde ya que el
pasaje de una etapa a otra de la cascada es ininterrumpido y muchas de estas
etapas pueden ocurrir simultaneamente. Ademas, se acepta que los tumores
metastasicos tienen en si mismos la potencialidad de reiniciar la cascada y

metastatizar a sitios terciarios [6].

Brevemente, los pasos que componen la cascada metastasica se pueden resumir

de la siguiente manera:

Formacion del tumor primario: El tumor primario deriva de una unica célula

“fundadora” que adquiere ventajas adaptativas que le permitieron aumentar su

capacidad proliferativa sobre las células normales [6].

Invasion: Las células tumorales logran invadir localmente el estroma
desarrollando alteraciones tipicas en su morfologia asi como en su capacidad de
adhesién a otras células y a la matriz extracelular (ME) [4]. La invasién local al
estroma ocurre por una serie de mecanismos similares a los utilizados para
penetrar las finas vénulas y asi intravasarse al torrente sanguineo [8]. Las
membranas basales son modificadas y atravesadas varias veces a lo largo de la
cascada metastasica. Para ello es necesaria la presencia de un conjunto de
enzimas extracelulares (proteasas) que catalizan la hidrdlisis de proteinas. Entre
dichas proteasas se destacan las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el
activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA) [6, 9].
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Angiogénesis: Los tumores son capaces de generar una neovasculatura

mediante el proceso de angiogénesis ya que requieren, al igual que los tejidos
normales, de nutrientes y oxigeno. En los tejidos normales adultos la
angiogénesis se encuentra activa s6lo de manera transitoria en procesos tales
como curaciones de heridas y el ciclo reproductivo femenino. Sin embargo,
durante la progresion tumoral, se produce un cambio por el cual el proceso
angiogénico se encuentra activado la mayor parte del tiempo [3], de esta manera
las células que componen el macizo tumoral pueden sobrevivir. Este proceso esta
mediado por diversos factores, reguladores positivos o negativos de la
angiogénesis, tales como el factor de crecimiento del endotelio vascular A
(VEGF-A), regulador positivo, y la trombospondina-1 (TSP-1) como factor
negativo[10].

Migracion: Para que la célula invada y pueda intravasarse al torrente sanguineo
es necesario que pueda migrar a través de la ME desorganizada por la accion de
las proteasas. Las células tumorales pueden migrar en forma direccional en
respuesta a gradientes de concentracion de factores solubles (quimiotaxis) o bien
hacia proteinas insolubles de la ME (haptotaxis). Entre los agentes que estimulan
la capacidad migratoria se encuentran los componentes de la ME, los factores de

crecimiento y los factores secretados por la propia célula tumoral [6, 9].

Embolismo. La mayoria de las células individuales son rapidamente destruidas en
la circulacidon, por lo que la unica manera que las células tumorales pueden
sobrevivir uniendose con otras células tumorales y/o con componentes de la

sangre.

Arresto. Las células se unen a los lechos capilares de los érganos distales por

adherencia a las células endoteliales o a la membrana basal sub-endotelial[6].

Extravasacion. La salida desde los vasos ocurre por mecanismos similares a los

operados en la intravasacion inicial[6].

Crecimiento secundario. Una vez en el parénquima del érgano blanco, las células

empiezan a proliferar e inducen un nuevo proceso angiogénico para formar un

tumor secundario[6].
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Desarrollo Carcinoma Primario Crecimiento Expansivo e Invasion Angiogenesis, Intravasacion

de la membrana basal y Embolismo
/Carcmoma ‘ SR
q ’ Células Epiteliales P f‘s =1
g’ ‘;‘1 ’. o ® S
Membrana Basal % o~
w\ — Estroma ¢
Vasos sanguineos
Célula sistema inmune
Plaquetas
Invasion del tejido secundario y formacion de Arresto y Extravasacion
Micro o Macro metastasis al sitio secundario

o¢ =+ Micrometéstasis
e 4"01_ en estado de laténcia
Macrometastasis

Figura I.2. Principales eventos de la cascada metastasica. Modificado de Jiang W.G. et al[6].

Células “stem” tumorales

La definicion de célula stem es funcional. Se denomina asi a toda célula que
posee las siguientes propiedades[11]: a) Potencialidad: capacidad de
diferenciarse en células especializadas y b) Auto-renovacion: capacidad de
dividirse manteniendo su estado indiferenciado, caracterizado por genes

pluripotenciales, tales como Nanog, Sox2 y Oct4. [12].

En los ultimos afios se han acumulado evidencias que sefalan la existencia de
una nueva clase de células neoplasicas en los tumores, conocidas como “células
stem tumorales” o “células iniciadoras de tumores”. Estas células que representan
una pequefia parte de las células que componen un tumor, tienen alta expresion
de genes pluripotenciales [12] y capacidad clonogénica [13]. Ademas, se ha
hipotetizado que los tumores pueden originarse de la transformacion de células
stem de tejidos adultos normales o de células progenitoras mas diferenciadas que
adquirieron la capacidad de auto-renovacion [14]. Las células stem tumorales
(CSC) han sido implicadas tanto en la iniciacion como en el mantenimiento del
tumor primario, asi como en la migracion celular y el establecimiento de
metastasis en sitios distantes [15]. Algunas teorias actuales postulan que el

crecimiento de los tumores, como el de cualquier érgano, estaria sustentado por
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las células stem tumorales [16]. Sin embargo las células stem/progenitoras
tumorales son una minuscula parte dentro de él. Este hecho presenta un gran
desafio tanto para las terapias como para la investigacion basica. Esta
circunstancia explicaria porque los tratamientos convencionales que reducen
sustancialmente la masa tumoral removiendo células proliferantes fallan para
curar al paciente en algunos tipos de cancer, dado que las células
stem/progenitoras tienen generalmente una tasa de proliferacién muy baja y son

insensibles a estos tratamientos [17, 18].

Biologia Tumoral

Ciclo Celular

La maquinaria de control del ciclo celular esencialmente esta formada por dos
tipos de componentes: las CDKs (quinasas dependientes de ciclinas) y las
ciclinas[9]. El ensamblaje de estas moléculas constituye el ritmo que lleva a la
célula a avanzar por las distintas fases de su ciclo (Fig. 1.3). El ciclo celular
eucariota se divide en cuatro fases secuenciales: G1, S, G2 y M, y segun la fase
en que se encuentre la célula, variara su contenido de ADN [19]. Cuando una
célula es recibe estimulos mitogénicos, tiene lugar una induccion de la sintesis de
ciclinas del tipo D que formaran complejos con cdk4 y cdk6. En la fase G1 tardia
se produce la sintesis y formacion de complejos ciclina E-cdk2 cuya activacién es
clave para la conclusidon de esta fase y la entrada en la fase S. En esta fase es
cuando se expresa ciclina A, siendo necesaria para que la maquinaria de
replicacion lleve a cabo la sintesis de ADN. En la fase G2 se producen complejos
ciclina B-cdk2, necesarios para iniciar los preparativos para la inminente mitosis
[19] (Fig.l.3.).

En mamiferos, la interrupcién de la proliferacion es mediada por la proteina p27
que evita el ensamblaje y activacion del complejo E-cdk [20]. Ademas se han
identificado otras dos proteinas inhibidoras de la actividad de los complejos cdk-
ciclina como son p16 y p21. La proteina p16 inhibe la activacion de Ciclina D1-
cdk4, en cambio la induccién de p21 es dependiente de p53 y ocurre cuando las

células presentan dano en su ADN [21].
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En la célula tumoral, las moléculas responsables del control del ciclo celular
generalmente estan desreguladas. Entre las alteraciones mas frecuentes se
incluyen amplificaciones y/o sobreexpresion de los genes de ciclinas D y E,

mutaciones en las Cdks y pérdida de funcion en sus inhibidores [22].

Division celular

@ Sintesis de ADN

Mitosis M S

\ | | Duplicacion de
los cromosomas

Separacion de

los cromosomas
G2
<A,
C}O//.
%

&

Célula con cromosomas duplicados

Figura I.3. Fases del ciclo celular. Adaptado de " El ciclo celular y sus consecuencias no

programadas”[23]

Apoptosis

La apoptosis o “muerte celular programada” funciona como una barrera
natural contra el desarrollo del cancer. EI mecanismo de apoptosis es esencial
para el mantenimiento de la homeostasis, ya que es un mecanismo fisiolégico de
muerte inherente al desarrollo celular. Debido a que la apoptosis puede
considerarse como un proceso de eliminacidon de células defectuosas, la
desregulacion de los genes que codifican las proteinas relacionadas con la
apoptosis, puede ser la causa del desarrollo de diversos tumores [24]. La

apoptosis puede ser iniciada por diferentes vias:

La via intrinseca esta regulada por moléculas pro y anti-apoptoticas de la
superfamilia de proteinas Bcl-2. Las principales proteinas anti-apoptoticas son
Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, que actuan inhibiendo a las proteinas pro-apoptéticas, Bax y
Bid. Cuando las proteinas anti-apoptéticas son inhibidas, las proteinas pro-
apoptéticas inducen una permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y

es liberado el citocromo C al citosol, donde se une al factor 1 activador de
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proteasas apoptéticas (Apaf 1) para formar el apoptosoma. Este complejo
proteico es capaz de activar las caspasas para desencadenar la muerte celular
[25].

La via extrinseca es iniciada por el estimulo de receptores de muerte en la

superficie celular, miembros de la superfamilia de receptores de necrosis tumoral
(TNFR). Cuando esto sucede, se forma un complejo proteico de induccion de
muerte (DISC) que incluye al receptor de muerte (por ej., FAS), al ligando (FASL)
y a proteinas adaptadoras (FADD). La activacion de DISC lleva al reclutamiento y
activacion de la caspasa 8, capaz de iniciar la cascada de caspasas que
eventualmente lleva a la apoptosis [25].

Autofagia

La autofagia es un mecanismo conservado evolutivamente, donde
macromoléculas ribosomas y organulos se degradan. Los elementos citosolicos
que deben ser degradados son secuestrados por vesiculas aisladas de doble
membrana de origen no lisosomal. Los pasos iniciales son: A) Formacién de una
doble membrana de aislamiento, denominada fagéforo. B) La doble membrana
comienza a elongarse mientras que va envolviendo a los elementos citosdlicos a
degradar. C) La vesicula termina su enlongacion sellandose con el contenido
citosélico en su interior, dando origen al autofagosoma [26]. Luego el
autofagosoma se fusiona con un lisosoma, lo que da origen a un autolisosoma
donde, gracias a las enzimas aportadas por la fusion con el lisosoma, se produce
la degradacion de los componentes citosolicos secuestrados [27, 28] (Fig.l.4.). La
induccion de autofagia se encuentra regulada por la accién jerarquica de
proteinas efectoras, llamadas proteinas ATG (Autophagy related proteins), donde
la proteina central es Beclin1(ATG6) y su interaccion con la enzima PI3KIII [29].

Otro componente central en el mecanismo de la autofagia es la proteina LC3
(proteina asociada a microtubulos 1 de cadena liviana 3). Esta molécula es
sintetizada como proLC3 y procesada por la proteina Atg4d a LC3-l, de
localizacion citoplasmatica. Cuando se induce la autofagia, LC3-l se conjuga
covalentemente con el lipido fosfatidiletanolamina para dar la forma lipidada LC3-
I, capaz de insertarse tanto en la membrana interna como externa del

autofagosoma, siendo esencial en su proceso de formacion (Fig.l.4.) [28, 30].
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Figura I.4. Esquema de las distintas etapas del mecanismo de autofagia. Adaptado de Jing

et al [28].

La autofagia fue descrita inicialmente como un mecanismo de proteccién que
permite la supervivencia celular y la generacion de nutrientes y energia, pero
estudios recientes han demostrado que el estrés continuo también puede
promover una forma no apoptética de muerte programada llamada “muerte
celular autofagica”, que ahora se considera como la muerte celular programada
tipo Il [31]. Por ejemplo, ratones que tienen inactivado el gen Beclin1 u otros
componentes de la maquinaria autofagica, tienen una mayor susceptibilidad a
tener cancer [32]. Por lo tanto la autofagia podria servir como una barrera
protectora, que debe ser también eludida durante el desarrollo de la
carcinogénesis[32].

Sin embargo, se observd que elevados niveles de autofagia en las células
tumorales, inducidos generalmente por la falta de nutrientes, la radioterapia o
ciertos farmacos citotdxicos, tendria una funcion citoprotectora [26, 33]. Ademas,
se ha demostrado que a través de la via de autofagia, las células tumorales

entran en un estado de latencia reversible [34].
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Relacion Apoptosis — Autofagia

Recientemente se demostré que la autofagia se encuentra muy interconectada
con el mecanismo de apoptosis y viceversa, debido a que la proteina Beclin1
tiene la capacidad de unirse a las proteinas anti-apoptéticas Bcel-2/Bcl-xL. Cuando
se gatilla la induccién de autofagia, la proteina Beclin1 se disocia de las proteinas
anti-apoptéticas, bloqueando la apoptosis. En cambio, al inducirse apoptosis, las
proteinas Bcl-2/Bcl-xL se mantienen unidas a la proteina Beclin1, bloqueando la
autofagia [35]. Debido a que ambos mecanismos se encuentran tan
interconectados, en la actualidad se empezé a evaluar si el bloqueo de la
autofagia permite inducir apoptosis en distintos tipos de cancer como asi también
a utilizar inhibidores de autofagia como terapia adyuvante a tratamientos

convencionales[36].

La glandula mamaria

La glandula mamaria esta formada por tejido glandular y grasa. El tejido glandular
esta formado por entre 15 y 20 ldbulos unidos por una red de tubos delgados
llamados ductos [37]. Estos se ramifican en ductos epiteliales terminales que
culminan en una estructura I6bulo-alveolar [38] (Fig. 1.5). Los lobulos estan
formados a su vez por entre diez y cien acinos o alveolos, cada uno con un
conducto excretor denominado conducto terminal. Los acinos estan constituidos
por dos tipos celulares: una capa interna de células secretorias luminales y una
capa externa, contractii de células mioepiteliales. Ademas existen células
stem/progenitoras capaces de dar origen a ambas estirpes celulares [37, 38]
(Fig.1.5.). Las celulas mioepiteliales, ubicadas entre el estroma y el lumen, pueden
controlar diversos aspectos fundamentales de la funcion luminal, principalmente
aquellos relacionados con la respuesta a diferentes sefiales ya sean endocrinas o
paracrinas [39-41] (Fig.l.5.).
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Figura I.5. Estructura de la glandula mamaria. La fiqura esquematiza la disposicion de los

principales componentes celulares de la mama humana.

El cancer de mama

El cancer de mama corresponde al tipo de cancer con mayor incidencia en
nuestro pais, con una tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres (Fig.l.6.) segun
datos del Ministerio de Salud de la Nacién, siendo la principal causa de muerte en
mujeres [42] (Fig.l.7.).

A pesar de los avances realizados en los tratamientos y en el diagndstico
temprano, que llevaron a reducir la tasa de mortalidad de esta enfermedad [43],
cuestiones como recurrencia tumoral y resistencia a las terapias convencionales

continuan siendo puntos clave en la investigacion del cancer de mama.
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Figura 1.6. Tasas estimadas por la IARC de incidencia de cancer para las principales

localizaciones en mujeres ajustadas por edad seguin poblacion mundial. Argentina, 2012.

Fuente: SIVER/INC— Ministerio de Salud de la Nacion, en base a registros de mortalidad de

la DEIS. Argentina, 2014
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Figura |.7. Tasas estandarizadas por edad sequn poblacion mundial de mortalidad

especifica por cancer para los principales sitios tumorales en hombres y mujeres por cada

100.000 habitantes de Argentina en 2012. Fuente: SIVER/INC— Ministerio de Salud de la

Nacion, en base a reqgistros de mortalidad de la DEIS. Argentina, 2014
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Clasificacion molecular de los tumores mamarios

El carcinoma mamario representa un grupo de tumores que muestra un
comportamiento biolégico muy diverso y una gran variabilidad clinica. Para
categorizar a las pacientes con cancer de mama, determinar su prondstico y
elegir la terapia apropiada, se han utilizado tanto factores clinicos como
patolégicos. Mediante el uso de las técnicas histologicas se ha podido determinar
principalmente el receptor de estrégenos (RE) y progesterona (RPG),
amplificacion de HERZ2 y expresion de ki67.

La clasificacion actual de los carcinomas de mama no refleja la heterogeneidad
de los tumores en su comportamiento biolégico, ni permite identificar los
pacientes que presentaran mejores respuestas frente a las diferentes
modalidades terapéuticas[44].

Actualmente se desarroll6 una clasificacion que se basa en el patron de
expresion de cinco genes que, ademas de cumplir las determinaciones antes
mencionadas, su expresidon combinada se asociacia con el prondstico[44-46].
Estos genes son los que codifican para los receptores de estrogenos, los
receptores de progesterona, HER2, HER1 y citoqueratina 5/6 [47, 48]. Esto ha

permitido clasificar los carcinomas de mama en seis subtipos:

e Luminal A

e Luminal B

e HER2-positivo
e Basal

e Clauding-Low

e Similar a la mama normal

Luminal.

Este subtipo de cancer de mama expresa el RE y su patron concuerda con el
componente epitelial luminal de la glandula mamaria[44]. Ademas expresan
citoqueratinas de bajo peso molecular (Citoqueratinas 8/18), de forma similar al
epitelio luminal de los conductos mamarios. Al expresar receptores de

estrogenos, estos tumores pueden tratarse con tamoxifeno (modulador negativo
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del receptor de estrogenos en mama) o inhibidores de la enzima aromatasa (que
bloquea la transformacion de Testosterona en estrégenos), sin embargo
muestran una baja respuesta a la quimioterapia neoadyuvante[49]. El subtipo

Luminal ademas se divide en Luminal A y Luminal B.

Luminal A.
Alta expresion de genes relacionados con los RE y baja expresion de los
relacionados con la proliferacién celular comparado con luminal B [46]. A nivel
inmunohistoquimico se caracteriza por la presencia de RE, RPG y citoqueratinas

8/18, y por la ausencia de sobreexpresion de HER?2.

Luminal B.
Grado mayor que el luminal A, aunque puede haber excepciones. Expresan RE
y/o RPG, ademas de EGFR, HERZ2 y Ki67. Se consideran de peor prondstico que
los luminal A[46].

Sobre-expresion de HER2.

Este grupo incluye tumores negativos para RE y RPG y que ademas sobre-
expresan otros genes dentro del amplicon ERBBZ2[44]. Este tipo tumoral
generalmente tiene mutaciones en p53[45, 48] y alrededor del 50% de estos
pacientes responden al tratamiento con trastuzumab (un anticuerpo monoclonal

contra el receptor HERZ2, impidiendo la proliferacion celular) [49].

Tipo basal.

En general se consideran negativos para receptores de estrogenos vy
progesterona y para HERZ2, aunque en un 9% de los casos expresan receptores
hormonales y en un 10% sobreexpresan HERZ2, a diferencia de los tumores de
mama estrictamente triple negativos. El subtipo basal se caracteriza por la
sobreexpresion de citoqueratinas caracteristicas de la capa basal (Citoqueratinas
5/6 y 17). Estos tumores suelen presentar mutaciones en el gen supresor de
tumor p53, sobre-expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico
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(EGFR) y presentan el comportamiento mas agresivo a pesar de su alta
sensibilidad a la quimioterapia[49, 50].

Existe un subtipo de cancer de mama que correlaciona con la clasificacion
molecular dentro de los basales pero no es usado para definir ninguno de los
subtipos moleculares descriptos. Este subtipo es el cancer de mama ftriple
negativo. Clinicamente, se trata de tumores negativos para RE, RPG y HER2 y
ademas son positivos para citoqueratina 5/6. Este tipo tumoral es muy agresivo y
metastasico [51, 52]. Ademas, como en la actualidad no existe un tratamiento

especifico para este tipo tumoral, tienen muy mal prondstico[53].

Claudin-Low.

Este subgrupo se situa proximo al tipo basal, ya que ambos comparten algunas
caracteristicas a nivel de expresién génica, como son una baja expresién de
HERZ2 y del grupo de genes luminales. Se caracteriza por una baja expresion de
los genes relacionados con las uniones estrechas y la adhesion intercelular, tales
como claudina -3,-4,-7, cingulina, ocludina y caderina-E y una elevada expresion
de los genes relacionados con la respuesta inmune y la matriz
extracelular/mesenquimales[54]. Las ceélulas neoplasicas de estos tumores
recuerdan al fenotipo de las células madre cancerosas por su minima expresion
de marcadores de diferenciacion epitelial y una elevada expresiéon de CD44,
CD49f yALDH1[54].

Similar a la mama normal

En este grupo se incluyen los tumores que son negativos para los cinco
marcadores: receptores de estrogenos, receptores de progesterona, HERZ2,
HER1y citoqueratina 5/6[55]. Son tumores mal caracterizados que expresan

genes habitualmente activados en tejido adiposo.

Clasificacion clinica de pacientes de cancer de mama

Esta clasificacion permite agrupar a las pacientes segun su pronostico y toma en
cuenta el tamafo del tumor (T), el ganglio centinela (Ng.cent), el estado de los
ganglios linfaticos (N) y la presencia o ausencia de metastasis a distancia (M).

Por esto se lo llama TNM[56]. Existen tablas de estadificacién de TNM y de esta
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forma el cancer de mama puede clasificarse desde el estadio 0 al IV, donde el
grado O implica cancer in situ, mientras que los estadios I-IV indican cancer

invasivo. El grado IV también implica metastasis a érganos distantes (Tabla I.1)

Estadio T N M
0 TO NO MO
1A T1 NO MO
IB T0 Ng.cent MO

T Ng.cent MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
IiB T2 N1 MO
T3 NO MO
A T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
B T4 NO, N1, N2 MO
nc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T | Cualquier N M1

Tabla I.1.Clasificacion TNM y grupos de estadificacion de los tumores de mama. T, tamano

tumoral; Ng.cent, ganglio centinela; N, ganglios linfaticos; M, metastasis a distancia.
Adaptado de Pautas en Oncologia 2015 [57]

Células “stem” tumorales mamarias

Las células stem normales y tumorales han sido identificadas en la glandula
mamaria en base a la expresién combinada de algunos marcadores de superficie
tales como Sca-1, CD24°, CD 49f, ALDH, CD44", CD133"[58, 59]. Recientemente
se ha descripto que la expresion conjunta de Slug y Sox9 es fundamental para
mantener el “estado stem” de las células stem mamarias, teniendo asi estas la
capacidad de diferenciarse a ambas estirpes celulares (Fig.l.8.), por lo que estos
2 genes pasarian a ser nuevos marcadores de células stem mamarias[60]. Aun
hoy en dia no se puede definir un grupo de marcadores que caractericen
completamente una poblacion de células stem, dado que todos los marcadores
reportados en la actualidad son compartidos también por células progenitoras
parcialmente diferenciadas e incluso por células totalmente diferenciadas y lo que

varia entre las distintas sub-poblaciones es el grado de expresion de estos
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marcadores. Por ello, se considera que el marcador final que determina la
caracteristica de célula stem mamaria es la capacidad de generar todas las
estirpes celulares in vitro o una glandula mamaria completa in vivo, demostrando
asi tanto su potencial de auto-renovacion, como su habilidad para diferenciarse a

todos los tipos celulares que conforman la glandula mamaria[60].

Células stem mamaria
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diferenciada diferenciada
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Fiqura I.8. Modelo que muestra la jerarquia epitelial mamaria, detallando la importancia de

la expresion Slug v Sox9 en varios linajes epiteliales mamarios. Adaptado de Guo et al.

[60].

Modelo tumoral mamario LM38-LP

Si bien los modelos experimentales que se utilizan para el estudio del cancer de
mama son extremadamente utiles, la mayoria estan constituidos por un unico tipo
celular, generalmente luminal, por lo que no son del todo representativos de la

glandula mamaria [61].

En el Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo” se han desarrollado diferentes
modelos experimentales murinos de cancer mamario para estudiar la progresion
tumoral. Asi, para llevar adelante este proyecto se cuenta con la linea celular

LM38-LP, derivada del tumor mamario murino trasplantable M38 que surgio
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espontaneamente en una hembra BALB/c del bioterio del Instituto. Esta linea
celular tumoral mamaria murina es capaz de metastatizar en ganglio drenante y
pulmén. Esta linea presenta células epiteliales luminales (LEP) rodeadas por
células mioepiteliales (MEP)[40], componentes celulares criticos del epitelio
glandular mamario (Fig.1.9.). Ademas, en los ultimos afios hemos identificado una
poblacidén stem/progenitora, capaz de reconstituir un tumor con las caracteristicas
del M38 in vivo [62].

LM38-LP es un interesante modelo para estudiar interacciones celulares y
moleculares relacionadas a la progresion tumoral. Esta linea es hormono-
independiente y presenta similitud con el subtipo basal de cancer de mama siendo
fenotipicamente similar a los tumores mamarios humanos triple negativos ya que
expresa citoqueratina 5 y no expresa receptor de estrogeno y HER2 [40, 62], lo
que la convierte en una herramienta celular de gran importancia para la

investigacion basica.

Figura 1.9. Caracterizacién por Inmunohistoguimica de la linea celular tumoral mamaria

murina LM38-LP donde se puede observar las poblaciones LEP (positivas para Pan-

citoqueratinas (Pan-CK)) y MEP (positivas para actina de musculo liso (a-SMA))[40] (Barra =
20um).

El Sistema Retinoide y su relaciéon con el cancer

Los retinoides son una familia de moléculas que derivan de la Vitamina A
(Retinol) (Fig.l.10.). El Retinol es secretado desde depositos de reserva que se
encuentran en el higado y es transportado en sangre por la proteina sérica de
unién al Retinol (RBP4) (Fig.l.11.). EI complejo RBP4-Retinol interactua con los
receptores de membrana Stra6 provocando la endocitosis de retinol dentro de las
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células. Dentro de la célula el Retinol se une a diferentes isoformas de la proteina
celular de union a Retinol (CRBP), quien lo expone a la enzima retinol
deshidrogenasa (ADH) que cataliza la oxidacion a retinal (Fig.l.11.). Este aldehido
puede permanecer en el citoplasma como reserva o ser nuevamente oxidado por
la retinaldehido deshidrogenasa (ALDH), a dos productos mayoritarios: la forma
trans del acido retinoico (ATRA) o la forma 9-cis del acido retinoico (Fig.l.10.).
Ambos retinoides se unen en el citoplasma a la proteina celular de unién a acido
retinoico (CRABP). Finalmente, el acido retinoico (RA) que no se une a sus
receptores nucleares, es metabolizado a productos mas polares por la familia del
citocromo P450 para su eliminacion, siendo el 4-oxo RA mayoritario (Fig.l.11.).

Forma trans del Retinol Forma trans del Acido Retinoico
WIN CHZO’-_‘ _ W COOH
\
AN
AN
A Y
A
Y\
_N )
N
N
COOH

Forma 9-cis del Acido Retinoico

Figura 1.10. Retinoides: Estructura quimica de la vitamina A (retinol) v sus derivados

naturales biolégicamente activos: forma trans y 9 Cis del RA.
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Figura I.11. Esquema del metabolismo del Retinol. El retinol o Vitamina A entra a la célula

donde es transformado en metabolitos activos y retinoides de reserva.

Los metabolitos activos del RA entran al nucleo celular y ejercen sus funciones
uniéndose a dos tipos de receptores nucleares: los Receptores retinoicos (RARS)
y los Receptores rexinoideos (RXR), los cuales forman un heterodimero que
reconoce al elemento de respuesta al acido retinoico (RARE) dentro de los

promotores de los genes blanco (Fig.l.12.).

Por su parte, el heterodimero RAR/RXR en ausencia de ligando esta unido a un
complejo co-represor que contiene N-COR junto a desacetilasas de histonas
(HDAC) (Fig. 1.12.). EI ATRA se une a RAR o0 a RXR, pero la forma 9-cis del RA
solo puede unirse al RXR. Una vez que el heterodimero RAR/RXR interactua con
sus ligandos, disminuye la afinidad que tiene por el complejo co-represor y
aumenta el reclutamiento de co-activadores como SRC-1,-2,-3, y acetilasas de
histonas (HATSs) regulando la activacion transcripcional de los genes de respuesta
al RA[63] (Fig.l.12.).
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Figura I.12. Via genémica clasica. Esquema de la activacion de genes de respuesta al RA a

través de los receptores nucleares.

Los receptores nucleares del RA regulan la expresion de multiples genes
involucrados en el desarrollo, diferenciacion, proliferacion y apoptosis en varios
tejidos. Existen 3 isotipos de receptores de Acido Retinoico (RA): alfa, beta y
gama (Fig.1.13.), codificados cada uno por un gen distinto. El receptor de RA alfa
(RARa) se expresa de forma constitutiva en todos los tejidos a diferencia de los
RARPB y RARy que muestran una expresion tejido especifica y son inducibles. En
humanos, ademas, cada isotipo presenta varias isoformas. La expresion de la
segunda isoforma en cada uno de los RARs (RARa2, RARB2 y RARy2) es
modulada por ATRA a través del elemento RARE presente en regiones
promotoras de cada uno de estos genes, sugiriendo un nuevo nivel de
sefalizacion interactiva en esta via de transduccion[63] (Fig.l.12.).

Como la mayoria de los receptores nucleares, los RARs presentan una estructura
modular compuesta por 6 regiones conservadas (A-F). La region C se encuentra
altamente conservada y es la que porta el dominio de union al ADN (DBD), el cual
le confiere la capacidad de reconocer en forma especifica secuencias particulares
del genoma. La region E es la segunda region mas conservada y es donde se
encuentra el dominio de unién al ligando (LBD). Es un dominio altamente
complejo que contiene un bolsillo de unidn al ligando, el principal dominio de
dimerizacién y la funcién de trans-activaciéon dependiente de ligando (AF-2). El
extremo N-terminal o A/B contiene el sitio con la funcién de activacion

transcripcional independiente de ligando (AF-1), susceptible a multiples
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fosforilaciones que pueden regular la actividad transcripcional del receptor asi
como su capacidad para interactuar con moléculas que integran otras vias de

senalizacion [64] (Fig.l.13.).
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Figura 1.13. Representacion esquematica de los dominios funcionales y los principales

sitios de fosforilacion de los receptores nucleares de acido retinoico. Adaptado de Julie
Bastien y Rochette-Egly[64]

En la actualidad hay numerosas evidencias que demuestran que ademas de la
clasica via gendmica los RARs también inducen respuestas no genoémicas como
la rapida y momentanea activacion de numerosas cascadas de proteinas
quinasas. En respuesta al RA, los RARs activan p38 MAPK como también la
quinasa activada por stress, MSK1. En base a este dato, se descubrié que los
RARs son fosforilados en respuesta al RA en dos residuos de serina localizados
en el dominio no conservado N-terminal. Se demostré que la fosforilaciéon de
estos dos residuos de serina en RARa promueve la union de este isotipo de
receptor retinoide a su promotor, para luego gatillar la transcripcién de genes con
sitios RARE. En el isotipo gama del receptor retinoide, por ejemplo, la
fosforilacion en los mismos residuos provoca una modulacion negativa de

proteinas relacionadas con la union de actina[63].

Existen evidencias que indican que los retinoides, a través de distintas vias de

sefalizacion, inhiben el ciclo celular de una gran variedad de células cancerosas,
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modulando ciclinas e inhibidores del ciclo celular ya sea directa o indirectamente.
Generalmente, el RA actua como citostatico causando un bloqueo en la fase G1
del ciclo y una disminucion en la proporcién de células en la fase S. Esto es
provocado por un incremento en la expresion de p21 y p27 que se unen al
complejo ciclina-Cdk, arrestando el ciclo celular. Luego del arresto, puede
conducirse a la diferenciacion, llevando a las células hacia un fenotipo menos

maligno [65].

Ademas, los retinoides pueden inducir apoptosis en ciertos tipos celulares, por
ejemplo en células de hepatoma humano y una variedad de lineas de células T

leucémicas [66].

En la leucemia promielocitica aguda (PML), donde la proteina de fusion
PML/RARa impide la diferenciacion de las células mieloides con los niveles
endoégenos de retinoide en el organismo, el tratamiento con ATRA eleva los
niveles retinoides endégenos permitiendo asi la activacién de los genes de
respuesta al RA, induciendo la diferenciacion de los blastocitos inmaduros y

lograndose la remisién de la enfermedad [66, 67].

Algunos de los retinoides estan siendo usados en ensayos clinicos ya sea como
quimiopreventivos o en combinacion con interferones y antagonistas de
estrogenos para el tratamiento o prevencion del cancer de mama. Los retinoides,
como monodrogas, son efectivos inhibidores de células tumorales mamarias sélo
en los primeros estadios de la progresion tumoral, pero no son efectivos en
estadios avanzados o tumores de mayor agresividad. En muchos tejidos vy
organos, la perdida de RAR[( esta asociada con la tumorigénesis. En tejido
mamario la perdida de expresion de RARP correlaciona con un mayor indice de
tumorigenicidad, consecuentemente a este RAR se lo considera un supresor de
tumores [67]. El receptor RARB cumple la funcién de inhibir la actividad del
complejo AP-1 (heterodimero formado por los productos de los proto-oncogenes
c-Fos y c-Jun), disminuyendo la actividad de NFkB lo que correlaciona con el

efecto sobre la inhibicion del crecimiento ejercida por los retinoides [66, 67].

Por otro lado, RARYy tiene una expresién mas restringida que otros isotipos RAR y

su relacion con la carcinogénesis ha sido menos estudiada. Sin embargo el uso
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de agonistas selectivos para RARy indican que este receptor podria ser
relativamente mas importante que otros RARs en la regulacion del crecimiento en

algunos tipos de cancer [66].

Via de senalizaciéon de la Proteina Quinasa C (PKC)

Las enzimas PKC constituyen una familia de serin-treonin quinasas cuya
activacion lleva a la fosforilacion de numerosas proteinas intracelulares que
participan en importantes eventos celulares, como proliferacion, apoptosis,
diferenciacion y transformacién maligna[68]. La familia PKC esta compuesta por
al menos 10 isoformas diferentes que se pueden clasificar en tres grupos. Las
isoformas clasicas (a, Bl, Bll y y) son activadas por Ca™ y DAG, las noveles (9, «,
ny 0) solo por DAG vy las atipicas (¢ y 1) no son estimuladas por ninguno de estos
compuestos. Cada isoforma consiste en una unica cadena polipeptidica con dos
dominios estructurales bien definidos: el regulatorio amino-terminal, que participa
en las interacciones que regulan la actividad y localizacion de la enzima y el
catalitico carboxilo-terminal con actividad quinasa, incluye sitios de union a ATP y
a distintos sustratos. Estos dominios estan unidos por una region altamente
sensible al clivaje proteolitico por proteasas celulares y en ausencia del sustrato,
el dominio regulador inhibe al catalitico por medio de una zona denominada

pseudosustrato [68] (Fig. 1.14.).

Existe bibliografia que vincula la desregulacién de las PKCs con la transformacion
maligna, ya que pueden funcionar como oncogenes [69]. Luego de su activacion
por estimulacion de receptores, se produce una redistribucion de las PKCs del
citoplasma a diferentes membranas celulares, proceso conocido como
“translocacion”. Esta asociacion de PKC con la membrana produce cambios
conformacionales en la enzima, activando la fosforilacion de un sustrato
especifico (Fig. 1.14.). Si la estimulacion es prolongada en el tiempo, se produce
la pérdida total de la enzima por clivaje proteolitico. Se conoce que las diferentes
isoformas translocan a distintos compartimentos intracelulares y esto estaria

regulado por diferentes receptores intracelulares [68].
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Figura I.14 Esquema general de los dominios de las PKC y su activacion: El panel superior

muestra la estructura general de los dominios de las isoformas clasicas, noveles y atipicas

de PKC. El panel inferior ilustra de forma genérica el ciclo de activacion para las PKC.

PKCo y Cancer de mama.

La isoforma delta de PKC cumple con roles bien complejos y variados. El grupo
de Watanage et al [70] fue el primero que demostré un efecto negativo de PKCd
en la proliferacion de células CHO.

Especificamente en cancer de mama, PKCd puede tener un rol dual, ya muestra
funciones pro-proliferativas o pro-apoptoticos[68].

Por ejemplo, en células MCF7 y SKBR3, PKCd inhibe la proliferacion celular
mediante el bloqueo de la fosforilacion de ERK y AKT[71, 72].

Por otro lado, PKC® es capaz de aumentar la expresion de NFk3 promoviendo la
sobrevida en células tumorales murinas[73]. Ademas, PKCd es fundamental para
la migracion celular en células mamarias cancerosas que tienen un elevado nivel
de expresion del receptor EGF. Consistente con estos datos, se ha demostrado
que existe una correlacién entre la expresion de PKC® y el potencial metastasico
del tumor, ya que inhibiendo esta isoforma, se inhibe el desarrollo de metastasis y

la migracidn de las células cancerosas mamarias[73].
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PKCa y Cancer de mama.

La isoforma alfa de PKC cumple un rol pro-proliferativo en cancer de mama. Por
ejemplo, Se observo que la linea T47D, que no expresa PKCa, tiene una menor
tasa proliferativa comparada con lineas celulares PKCa positivas: MCF-7, MDA-
MB-231, MDA-MB-468. Mas analisis demostraron que PKCa es crucial para que
las células tumorales mamarias puedan proliferar en condiciones de cultivo libres
de suero bovino, no necesitando tener actividad catalitica para poder mediar
dicho efecto. En cuanto a la migracion celular, PKCa aumenta la habilidad de las
células de poder migrar lo que causa un mayor indice de metastasis en tumores
PKCa positivos[74]. Ademas, estudios en pacientes mostraron que la expresion
de PKCa en cancer de mama esta asociada con una peor pronéstico,
especialmente en pacientes portadores de cancer de mama triple negativo[74,
75].

Por otro lado, recientemente se ha descripto que PKCa es un nodo de regulacion
central, ya que es fundamental para la induccién de la transicion epitelio-

mesenquimatica en las células stem tumorales mamaria[76].

Relacién entre el Sistema Retinoide y la via de sefalizacion PKC

Se ha postulado que los retinoides ejercen algunos de sus efectos sobre la
diferenciacion celular y la reversion del fenotipo maligno a través de interacciones
con algunas isoformas de la PKC y sus vias de sefializacidon[77, 78]. Algunos
estudios han demostrado que PKC® juega un rol importante en la regulaciéon de
genes dependientes de RA y que llevan a la diferenciacion de la PML, donde se
ha demostrado también que esta isoforma forma complejos con el RARa para
unirse a sitios RAREs [79]. Ha sido postulado que los retinoides alteran la
localizacion celular de la PKCa, consistente con su inactivacién en células de
adenocarcinoma endometrial, concurrentemente con la diferenciacién de estas
células, lo que sugiere que las alteraciones en la actividad de la PKC inducida por
los retinoides estan asociadas con la reversion del fenotipo maligno [77, 80]. No
obstante, el mecanismo por el cual los retinoides regulan PKC no esta dilucidado.
Algunos autores reportaron la inhibicion de PKC por ATRA mientras que otros

encontraron una activacion y translocacion a la membrana celular. Comparando
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la secuencia de PKC con la de los receptores de RA, se descubrié que el ATRA
puede unirse al bolsillo de dominio proteico C2 de las PKC clasicas por lo que
existiria una via de sefalizacion independiente de los receptores nucleares, lo
que conduciria a la modulacion de PKCa [81]. Ademas existe evidencia de que
PKC®d actuaria como co-activador del complejo RAR/RXR [79]. Mas aun, nuestro
grupo de trabajo ha dilucidado, en el modelo LM3 (carcinoma de mama murino de
tipo luminal HER+), una interaccién (crosstalk) mecanistica entre el sistema
retinoide y la via de la PKC, donde pudo evidenciarse que PKCS, ingresa al
nucleo celular y participa del complejo transcripcional uniéndose al receptor
RARa [82]. Ademas, se observo que la actividad de PKCa seria parcialmente

necesaria para la transcripcion de genes de repuesta al acido retinoico [82].

Teniendo en cuenta que el RA actua como modulador de la proliferacion vy
diferenciacién en distintos tipos celulares y que se ha postulado que ejerce
algunos de sus efectos a través de interacciones con algunas isoformas de la
PKC, nos preguntamos si conociendo a fondo esa interaccion, podremos
proponer mejores tratamientos para el paciente con cancer de mama. Debemos
tener en cuenta que el mecanismo por el cual los retinoides regulan PKC no esta
dilucidado. Asimismo, nos preguntamos si alguna de las moléculas involucradas
en estas interacciones podrian ser un mejor blanco terapéutico para el

tratamiento eficaz de este tipo de patologias.
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OBJETIVOS
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Objetivo general: Dilucidar los mejores blancos terapéuticos

del Sistema Retinoide y la via de la Proteina Quinasa C, que
nos permitan con una terapia combinada inhibir la progresion
de tumores mamarios con componentes celulares luminales

y mioepiteliales.

Hipotesis: El tratamiento con moduladores de la via PKC

conjuntamente con retinoides inhibe la progresion de los
tumores mamarios actuando principalmente sobre el nicho

stem/progenitor.
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Objetivos especificos:

A.ldentificar vy caracterizar el componente

stem/progenitor de la linea LM38-LP

B.Evaluar la participacion de las isoformas a y & de
PKC en la respuesta al tratamiento con retinoides
de tumores mamarios, haciendo énfasis en cada

componente celular.

C.Dilucidar la mejor combinacién de moduladores de
PKC vy/o retinoides que conduzcan a lograr la

inhibicion/diferenciacién del nicho stem/progenitor.
D.Estudiar in vivo el efecto del tratamiento combinado

(modulador PKC/retinoide) sobre el crecimiento y

progresion tumoral.
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MATERIALES Y
METODOS
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MODELO TUMORAL LM38-LP

El adenocarcinoma M38 surgié en forma espontanea en una hembra BALB/c del
bioterio del Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”. El tumor es trasplantable en
ratones singeneicos generando adenocarcinomas con diferenciacion papilifera,
capaz de metastatizar en nédulo linfatico drenante y en pulmén. A partir del tumor
M38 se establecieron varias lineas celulares continuas. La sub-linea de repique
bajo LM38-LP contiene dos componentes celulares principales que se mantienen
hasta el pasaje 30 en cultivo. Estos dos componentes fueron caracterizados

antigénicamente como células luminales y mioepiteliales[40].

MANTENIMIENTO /N VITRO DE LA LINEA CELULAR LM38-LP

La linea celular LM38-LP es mantenida en Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mix F-12 (D-MEM F-12) con HEPES (Gibco) suplementado con
2 mM de glutamina, 80ug/ml de gentamicina y 10% de suero fetal bovino (SFB,
Bioser, Buenos Aires, Argentina), a 37°C en una atmosfera humidificada con 5%
de dioxido de carbono gaseoso. Los pasajes sucesivos son realizados por
tripsinizacion de monocapas subconfluentes (0,25% de tripsina y 0,02% de EDTA
en PBS sin Ca™ ni Mg"'™) dos veces por semana. Periédicamente se determino
que las células estuvieran libres de micoplasma mediante la tincion por 10
minutos con 1ug/ml DAPI (4’-6-diamino-2-fenilindol diclorohidrato, Sigma) seguida

de la observacién en microscopio de epifluorescencia.

RETINOIDES, INHIBIDORES DE PKCa, PKC®% Y DOSIS

Acido All-trans Retinoico (ATRA): 0.25-1 uM (Calbiochem), Antagonista de RARB:
LE 200nM (TOCRIS), Antagonista de RARy: MM 1uM (TOCRIS), Inhibidor
farmacolégico de PKCa: Go6976 0.25-1 pM. Inhibidor farmacolégico de PKCOo:
Rottlerin 1 yM. Todos los compuestos fueron diluidos en dimetil sulféxido (DMSO,

vehiculo).

SEPARACION DE LOS COMPONENTES LUMINAL Y MIOEPITELIAL
Monocapas subconfluentes de células LM38-LP, tratadas o no con ATRA y/o el

inhibidor farmacoldgico de PKCa, se despegaron con una solucion EDTA
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2mM/PBS. Luego de un lavado con PBS, se re suspendieron 2,5.10° células en 1
ml de medio completo con el agregado de 12,5 pl de anticuerpo contra
Cadherina-E (2,5 pg anticuerpo cada 2,5.10° células) (Santa Cruz) y se incubaron
durante 20 minutos a 4°C. Finalizada la incubacién, las células fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 900 rpm, el pellet obtenido fue lavado con
Buffer |1 (0,1% Albumina Bovina Sérica en 2 mM EDTA/PBS) y se repitid la
centrifugacion. Se re suspendieron las células en Buffer | con 25 pl de
inmunoparticulas magnéticas (Dynabeads M-280 Sheep Anti Rabbit, Invitrogen) y
se incubaron por 20 minutos a 4°C. Luego, la suspension celular fue transferida a
un nuevo tubo y se le agregd 1 ml de Buffer I. Se colocé este tubo en un magneto
inclinado durante 1 minuto para permitir el pegado de las inmunoparticulas
magnéticas. Se recogié el sobrenadante (poblacion negativa, células MEP) sin
retirar el tubo del magneto y se lavo el tubo repetidas veces con Buffer |. Las
células unidas a las inmunoparticulas magnéticas fueron re suspendidas en

Buffer | (poblacion positiva, células LEP).

FORMACION DE MAMOESFERAS POR CELULAS STEM TUMORALES

Una suspension monocelular de la linea LM38-LP fue sembrada en placas de baja
adhesion a una concentracion de 2x10* células por pocillo con 2 ml de medio para
cultivo de células stem/progenitoras mamarias, libre de suero (DMEM F12, 20
ng/ml EGF, B27 sin vitamina A de Invitrogen). Las mamoesferas formadas fueron
observadas por contraste de fase en un microscopio invertido y se tomaron
fotografias.

Por otro lado estas células fueron disgregadas y cultivadas para evaluar su
capacidad de formacion de mamoesferas secundarias, como medida de auto-
renovacion. Estas células disgregadas también fueron cultivadas en condiciones
de cultivo en monocapa para inducir la diferenciacion de las células seleccionadas

y evaluar la capacidad de regenerar la linea LM38-LP.

EXTRACCION DE ARN Y RT-PCR
La expresion a nivel de ARN mensajero de los receptores RARs, genes
pluripotenciales y las PKCs fue analizada por RT-PCR. Para ello, mamoesferas o

células LM38-LP separadas o no por inmunoparticulas fueron tratadas o no con
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Rottlerin o ATRA y/o G66976 (1uM para cada uno) por 48 hs. El ARN mensajero
total fue extraido por incubacion con Tri Reagent por 5 min. a TA. Se agregaron
0,2 ml cloroformo por ml de extracto de Tri Reagent inicial. Estas muestras fueron
incubadas a temperatura ambiente por 3 min. y centrifugadas a 12000 rpm por 15
min. a 4°C. La fase acuosa fue incubada con isopropanol frio (0,5 ml) por 10 min.
a temperatura ambiente en agitacion suave y centrifugada nuevamente a 12000
rem por 10 min. El precipitado de RNA fue lavado con etanol al 75%, centrifugado
a 6800 rpm por 5 min., re suspendido en agua DEPC y se midié su concentracién
con Nanodrop. Se parti6 de 2ug de RNA para la retrotranscripcion a cDNA
utilizando iScript cDNA Syntesis kit (Bio Rad) segun las indicaciones del
fabricante. Los productos de PCR fueron obtenidos usando cebadores (primers)
para los siguientes ARNm: RARa, RARB, RARy1y RARy2 de Zelent et al.[83];
Nanog y Sox2 de Zhang et al.[84]; Sox9 y Slug de Guo et al. [60]; PKCa, PKCd y
GAPDH de Qiu et al.[85].

WESTERN BLOT

Con el fin de evaluar mediante Western Blot la expresion y modulacion de
distintas proteinas, se prepararon lisados de células LM38-LP o mamoesferas. A
tal efecto se sembraron 3x10° células LM38-LP en placas de 100 mm con medio
completo por triplicado. Luego de 24 horas este medio fue reemplazado por los
correspondientes tratamientos. Finalmente las células tratadas con los diferentes
tratamientos fueron lisadas en solucién de Triton 0,1% en PBS suplementado con
inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Sigma), en agitacion por 40 minutos a
4°C. Los lisados celulares fueron sonicados y el contenido proteico fue
determinado utilizando el método de Bradford (Bio-Rad). Cincuenta microgramos
de lisado total fueron diluidos en buffer de siembra conteniendo 100 mM Tris pH
6,8, 10% glicerol v/v, 50 mg/ml SDS, 0.5 mg/ml de azul de bromofenol y 5% de [3-
mercaptoetanol. Las muestras fueron calentadas a 100°C por 2 minutos antes de
sembrar en geles de poli-acrilamida al 10% o 15% dependiendo del peso
molecular de la proteina a analizar (SDS-PAGE-Laemmli). Los geles fueron
corridos en buffer 0,25 M Tris, 2 M Glicina y 1% SDS a pH 8,3. Las proteinas
corridas en los geles fueron transferidas a membranas de nylon (PVDF,

Amersham) utilizando un transferidor liquido (Bio-Rad). Las membranas fueron
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incubadas en buffer de bloqueo (5% caseina en 0.1% Tween-20 en PBS) durante
1 hora a temperatura ambiente (T.A.). Posteriormente, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo especifico (ver tabla a continuacién), a 4°C toda la
noche (ON). Finalmente, luego de lavados con PBS/Tween fueron expuestas a
los correspondientes anticuerpos secundarios (1:5000) conjugados a peroxidasa.
El revelado se realiz6 por quimioluminiscencia (ECL, Amersham). Las bandas
correspondientes a las proteinas de interés se cuantificaron por densitometria
empleando el programa Gel Pro Analyzer. Los valores obtenidos se expresaron
en Unidades Arbitrarias (UA) y se normalizaron en funcion a las UA de actina. Los
controles de inespecificidad fueron realizados omitiendo el primer anticuerpo.

Anticuerpo | Dilucion | Especie Empresa
PKCa 1:500 Ratén BD No.610107
PKC3 1:500 Ratén BD No.610397

LC3 1:1000 Conejo Cell Signaling No.2775
Actina 1:5000 Ratén Sigma No.A5441

CAPACIDAD PROLIFERATIVA

Se evalud la capacidad proliferativa de las células LM38-LP frente al tratamiento
con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa o el inhibidor farmacolégico de
PKCS a distintas dosis. Para ello se sembraron 5x10* células por triplicado en
placas de 35 mm (Nunc) con medio completo en presencia de los diferentes
tratamientos. Se evalué el crecimiento por recuento de las células vivas en

camara de Neubauer en presencia de Azul Tripan a las 96 hs de tratamiento.

ESTUDIO DE INTERACCION DE DROGAS

A partir de los ensayos de proliferacidén, que se evaluaron por recuento directo, se
realizd6 el Test de Chou-Talalay para el estudio de interaccion de drogas,
utilizando el software disponible comercialmente Calcusyn[86]. Este test da como
resultado un Coeficiente de Interaccion (Cl). EI Cl es una medida cuantitativa del
grado de interaccion entre dos o mas drogas: CI> 1 indica antagonismo entre las
drogas; 0.9<ClI<1 indica aditividad entre las drogas; 0.85<CI<0.9 indica leve

sinergia entre las drogas; 0.7<CI<0.85 indica moderada sinergia entre las drogas;
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0.3<CI<0.7 indica sinérgica entre las drogas; 0.1< CI<0.3 indica una potente
sinergia entre las drogas [86].

ENSAYO DE CLONOGENICIDAD

Mamoesferas de aproximadamente 50um de diametro fueron tratadas durante 4
dias con ATRA (0,5 pM), Go6976 (0,5 uM) y sus combinaciones. Transcurrido
este tiempo las mamoesferas fueron disgregadas con tripsina y 3000 células
derivadas de mamoesferas de cada grupo se sembraron por triplicado en placas
de 35 mm se mantuvieron con medio completo. Luego de cuatro dias de
tratamiento, las colonias fueron fijadas con formol neutro y tefiidas con Cristal
Violeta. Se contaron las colonias mayores de 20 células bajo lupa y se calculé la
capacidad clonogénica como el porcentaje de colonias en funciéon del numero de

células sembradas.

ESTUDIO DEL CICLO CELULAR

Se estudio el efecto del ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa o el
inhibidor farmacolégico de PKCd sobre la distribucion en el ciclo celular de la
linea LM38-LP. Para ello las células fueron tratadas o no con Rottlerin (1uM) o
ATRA (0,5 pM) y/o Go6976 (0,5 pM) por 96 hs, levantadas por tripsinizacion,
lavadas con PBS vy fijadas con etanol 70%. Después de la tincion con 100 pg/ml
de ioduro de propidio, las muestras fueron examinadas en un citdmetro BD FACS
CANTO vy analizadas con los programas Diva y Flowjo (Becton Dickinson y
Ashland).

CULTIVOS 3D EN MEMBRANA BASAL RECONSTITUIDA (MATRIGEL)

Se re suspendieron 4x10° células provenientes de mamoesferas pre-tratadas con
Rottlerin (1uM) o ATRA (0,5 pM) y/o G66976 (0,5 uM) por 96 hs en 400 pl de
DMEM F12 con 2% SFB, 5ng/ml de EGF 2% y Matrigel (Matriz extracelular, BD),
la suspension monocelular fue sembrada sobre un portaobjeto multicamaras
(labteks, BD Biosciences) conteniendo 40ul de Matrigel. Cada 96 hs se realizo el
cambio de medio. Luego de 16 dias en cultivo se pudo detectar la formacién de

colonias. Las células fueron fijadas con p-formaldehido 2% durante 20 minutos a
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T.A. Los cultivos en 3D se observaron con contraste de fase en un microscopio
invertido y se tomaron fotografias para analizar morfologia.

ANALISIS DE POLARIDAD CELULAR EN CULTIVOS 3D

Cultivos 3D fueron fijados con formol 4% por 15 minutos y permeabilizadas con
Triton X-100 0,5% frio durante 15 minutos a 4°C. Luego de lavados con PBS-
Glicina se incubaron con buffer de bloqueo (solucion de lavado IF (5 g de BSA, 10
ml de Triton X-100, 2 ml de Tween en 500 ml de PBS) + 10% suero fetal bovino).
Luego las células fueron incubadas con Fallaodina-Alexa 488 (1:500) por 2 hs a
T.A. Luego, las células fueron incubadas con DAPI (1:2000) durante 10 minutos a
T.A., lavadas con PBS y montadas con Prolong anti-fade (Molecular Probes,
Invitrogen). Las fotografias fueron tomadas con microscopio de fluorescencia
confocal (Leica TCS SP5 DM)

INMUNOFLUORESCENCIA

Se parti6 de 2x10* células sembradas en portaobjetos divididos en 8 pocillos
(labteks, BD Biosciences), que luego de 24 hs fueron tratadas o no con Rottlerin
(1uM) por 48hs. Posteriormente las monocapas fueron fijadas con formol 4% por
5 minutos y permeabilizadas con Triton X-100 0,5% frio durante 10 minutos a
4°C. Luego de lavados con PBS se incubaron con buffer de bloqueo (solucion de
lavado IF (5 g de BSA, 10 ml de Tritén X-100, 2 ml de Tween en 500 ml de PBS)
+ 10% suero fetal bovino). Las células fueron incubadas ON a 4°C con los
anticuerpos primarios en buffer de bloqueo. Luego de lavar con solucidon de
lavado IF, las células recibieron el anticuerpo secundario (1:500, Alexa fluor,
Molecular Probes) en buffer de bloqueo por 1 hora a T.A. Luego, las células
fueron incubadas con DAPI (1:2000) durante 10 minutos a T.A., lavadas con PBS
y montadas con Prolong anti-fade (Molecular Probes, Invitrogen). Las fotografias
fueron tomadas con microscopio de epifluorescencia Nikon (Eclipse E400; Nikon,

Tokio, Japdn), usando una camara digital Coolpix Nikon.
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Anticuerpo | Dilucion | Especie Empresa
LC3 1:1000 Ratoén Cell Signaling No.2775

Alexa-488 1:500 Conejo | Invitrogen No.A-11094

EVALUACION DE AUTOFAGIA

Para estudiar la autofagia evaluamos la presencia de LC3 por
inmunofluorescencia, la cual fue descripta mas arriba, ya que nos permite
detectar no sélo un aumento en los niveles de LC3 sino la aparicion de un
puntillado caracteristico de la formacion de autofagosomas.

Por otro lado evaluamos el flujo autofagico analizando la conversion de LC3-l a
LC3-II en presencia y/o ausencia del inhibidor de la bomba de protones lisosomal
BAF (5nM). El inhibidor de la bomba de protones lisosomal se incubo por 90
minutos antes del frenado del tratamiento que queriamos evaluar como posible
inductor de autofagia

Para inhibir la induccion de autofagia en fases tempranas utilizamos el inhibidor
3-Metiladenina (3-MA) (1TmM).

EVALUACION DE MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

Para detectar las células apoptoticas, adheridas y en suspension luego de los
distintos tratamientos, se realizd6 un ensayo de Anexina-V-Alexa 488 y posterior
cuantificacion por citometria de flujo. Las células LM38-LP fueron tratadas durante
96 hs con ATRA (0,5uM) y/o Go66976 (0,5 pM). Luego, las mismas fueron
levantadas y centrifugadas por 5 minutos a 300G. El pellet celular fue re
suspendido en “Anexina-binding buffer” (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, y 2,5 mM
CaCl2, pH 7,4) a una concentracion de 1x108 células/ml, obteniendo 100 pl por
ensayo. A cada 100 pl de suspension celular se le agregd 5 ul de Anexina-V
conjugada a Alexa-Fluor 488 y 2 pl ioduro de propidio en concentraciéon 100
Mg/ml. Las células fueron incubadas durante 15 minutos a T.A. Pasado el tiempo
de incubacion se agregaron 400 ul de “Anexina-binding buffer”, se mantuvieron
en hielo. Las muestras fueron analizadas con un citometro BD FACS CANTO y
analizadas con los programas Diva y Flowjo (Becton Dickinson y Ashland).

TRANSFECCIONES CON ARN CORTO DE INTERFERENCIA (siRNA)
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El siRNA dirigido contra PKC® (AACCACGAGTTTATCGCCACC) fue sintetizado
por Invitrogen. Como siRNA control, se utilizé uno que no corresponde a ninguna
secuencia conocida de genes de mamiferos (Scramble), también adquirido en
Invitrogen. Las células fueron transfectadas durante 48 h con el siRNA (50nM),
utilizando el reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo
las indicaciones del fabricante.

ENSAYO DE MIGRACION

Se evalud la capacidad migratoria de las células LM38-LP tratadas o no con
ATRA y/o el inhibidor farmacologico de PKCa, mediante el ensayo de
“Cicatrizacion de Herida” o “Wound Healing”. Para ello las células LM38-LP
fueron pre tratadas por 48 hs siguiendo este protocolo: las primeras 24 hs fueron
pre-tratadas con ATRA (0.5uM) y/o vehiculo y las ultimas 24 hs fueron pre
tratadas con ATRA, G66976 (0.5uM), la combinacion de ambos o vehiculo como
control. Luego se practicaron heridas de aproximadamente 400um de ancho a
monocapas subconfluentes de células LM38-LP. En todos los casos, el medio de
cultivo fue suplementado con 2% de SFB. A tiempo cero de incubacion, se
procedié a tomar registros fotograficos de diferentes areas de las heridas. Se
repitid el registro fotografico de las mismas areas a las 12 horas. La capacidad
migratoria se cuantificd utilizando el programa Image Pro Plus, calculando el

porcentaje del area ocupada respecto de la herida original.

PREPARACION DE MEDIOS CONDICIONADOS

La actividad de metaloproteasas (MMPs) fue evaluada en los medios
condicionados (MC) de células pre-tratadas o no con ATRA/inhibidor PKCa
siguiendo el mismo protocolo utilizado en el ensayo de migracion. Luego las
células pre-tratadas se incubaron en medio DMEM-F12 libre de SFB por otras 24
hs. Finalmente los MC se recogieron y guardaron a -20° C. Las monocapas
remanentes se lisaron utilizando 1% Triton x-100 en PBS y el contenido proteico

se cuantifico mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay).
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ZIMOGRAFIAS

Las metaloproteasas (MMP) secretadas se analizaron mediante zimografia
cualitativa. Las muestras de MC se corrieron en geles 9% SDS conteniendo 1
mg/ml gelatina, en condiciones no desnaturalizantes. Luego de realizar la corrida
electroforética, el gel se lavd durante 30 minutos con una solucién 2,5% Triton X-
100 y se incub6 en buffer conteniendo 0.25 M Tris-HCI pH 7.4, 1 M NaCl, and 25
mM CaCl2 durante 48 a 37°C. Se tind el gel empleando el colorante Comassie
Blue (0,1% Comassie R-250, 10% acido acético y 30% metanol) para detectar las
bandas de degradacion, que fueron cuantificadas empleando el programa Gel
Pro Analyzer. Los datos se expresan en unidades arbitrarias y fueron

relativizados al contenido proteico de los lisados celulares.

ANIMALES

Para los estudios in vivo, se utilizaron ratones hembras endocriados BALB/c de 2-
4 meses de edad, obtenidos del Bioterio del Instituto de Oncologia “Angel H.
Roffo”. Los animales son mantenidos de acuerdo con la “Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio” del NIH. La comida y bebida fue administrada
ad libitum. Estos protocolos cuentan con la aprobacién del CICUAL institucional.

CRECIMIENTO TUMORAL Y CAPACIDAD METASTASICA ESPONTANEA

Ratones BALB/c fueron inoculados en forma ortotdpica con 2x10° células de la
linea LM38-LP. Se midieron los tamafos tumorales dos veces por semana
usando un calibre. Los tratamientos utilizados fueron 10 mg de ATRA en forma de
pellet durante 21 dias y/o 200ul de G66976 (0,015uM) peritumoral, 1 vez por
semana hasta concluir el experimento (tres semanas desde el comienzo del
tratamiento). Se calculd el volumen tumoral como: [(diametro menor)2 x diametro
mayor]/2, para establecer la tasa de crecimiento. Una vez finalizado el
tratamiento, los ratones fueron sacrificados. Los tumores extraidos fueron
utilizados en estudios histopatolégicos para evaluar la morfologia, diferenciacion
e invasiéon local. Para estudiar la presencia de metastasis espontaneas, se
removieron los pulmones y se cuantificé el numero y tamafo de las metastasis

bajo lupa.
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CAPACIDAD METASTASICA EXPERIMENTAL

Ratones BALB/c recibieron en forma endovenosa, por la vena de la cola, 2x10°
células derivadas de mamoesferas pre-tratadas durante 96 hs con Rottlerin (1
MM) o vehiculo como control. Luego de 21 dias los animales fueron sacrificados y
se cuantificé bajo lupa el numero y tamafio de las metastasis experimentales en

pulmon.

ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y repetidos al menos tres
veces. La significancia estadistica entre grupos fue calculada utilizando los test t-
Student, ANOVA o Chi cuadrado, segun se indica. El U-test no paramétrico de
Mann Whitney fue utilizado para analizar las diferencias en la capacidad

metastasica. Se considero significativo un valor de p<0,05.

ESTUDIOS IN SILICO

Se utilizé una base de datos de Kaplan - Meier que contiene informacién de
supervivencia de pacientes con cancer de mama y datos de expresion génica
obtenidos mediante el uso de microarrays de Affymetrix [87]. La supervivencia
libre de enfermedad (SLE) se calculé de acuerdo con el método de Kaplan-Meier,
y fue evaluada por la prueba de log -rank. Las sondas utilizadas fueron:
213093 _at para PKCa; 205080 _at para RARB y 204189 at para RARYy. El valor
de corte fue establecido y optimizado automaticamente por el programa, siendo
este el mejor valor de corte, en base a un valor arbitrario de expresion,

determinados utilizando microarrays. El analisis fue univariado.

SOLUCIONES UTILIZADAS

PBS: NaH2PO4 0,461 g, Na2HPO4 0,946 g y NaCl 8,27 g, pH 7,2.Solucion de
Tripsina: 0,25% de tripsina y 0,02% de EDTA en PBS sin Ca™ ni Mg™".

Solucion de siembra: 100 mM Tris pH 6,8, 10% glicerol v/v, 50 mg/ml SDS, 0.5
mg/ml de azul de bromofenol y 5% de B -mercaptoetanol, pH 6,8.

Buffer de corrida: Tris 15 g/l, glicina 72 g/l, SDS 5 gl/l.

Buffer de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (v/v), pH 8,2.

Solucién de bloqueo: 5% leche descremada en 0.1% Tween-20 en PBS.
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CAPITULO I: Identificacion y caracterizacion
del componente stem/progenitor de la linea
LM38-LP.
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Aislamiento y caracterizacién del componente stem/progenitor.

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado que no es
posible separar en forma estable el componente luminal del mioepitelial de la
linea LM38-LP. Si bien se han podido obtener algunos clones mioepiteliales, el
linaje luminal en apenas un par de pasajes recompone la linea mixta. Esta
observacion conjuntamente con la presencia de un 4% de células ALDH+ con
capacidad clonogénica, insensibles a la terapia retinoidea y ubicadas en el limite
entre ambas subpoblaciones[62], nos condujeron a aislar y caracterizar en la
linea LM38-LP el componente stem/progenitor con la capacidad de dar ambas
estirpes celulares.

Para poder aislar las células stem/progenitoras, utilizamos el método de cultivo en
mamoesferas, en el cual solo estas células tienen la capacidad de crecer. El
ensayo se basa en la premisa de que solo una célula no diferenciada con
caracteristicas stem puede sobrevivir en cultivo en suspension y sin suero, ya que
las demas células, con un grado mayor de diferenciacion, mueren por anoikis[88].
Para llevar adelante esta etapa hemos cultivado células LM38-LP en suspension
de manera monocelular en muy baja densidad en el medio de cultivo
especialmente enriquecido para el desarrollo y enriquecimiento en células
stem/progenitoras mamarias, como es la presencia del suplemento “B27" y el
factor de crecimiento epidérmico (EGF). Luego de 10 dias de cultivo, hemos
observado numerosas estructuras celulares denominadas mamoesferas
(Fig.l.1.A).

Hemos estudiado a través de RT-PCR, el panel de expresion de genes
pluripotenciales, como Nanog, Sox2 y la expresion de genes que son
determinantes para que las células stem mamarias mantengan su jerarquia,
como Slug y Sox9, observandose mayor expresion de cada uno de ellos en las
células provenientes de mamosferas, respecto de la linea en
monocapa.(Fig.l.1.B).

Por otro lado, las células provenientes de mamoesferas LM38-LP, fueron capaces

de reconstituir la linea mixta en 10 dias de cultivo en monocapa (Fig.l.1.C).
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Figura I.1.: Aislamiento y Caracterizaciéon in vitro de las células stem/progenitoras de la

linea LM38-LP. Panel A: Foto representativa de mamoesferas originadas a partir de la linea
LM38-LP. Panel B: RT-PCR para genes pluripotenciales: Nanog, Sox2, Slug y Sox9. Figura
representativa de tres experimentos independientes. Panel C: Las imagenes muestran como una
Unica célula proveniente de mamoesferas tiene la capacidad de regenerar la linea mixta in vitro.

Figura representativa de tres experimentos independientes.
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CAPITULO II: Estudio del comportamiento de
cada componente celular de LM38-LP bajo la
modulacién del sistema retinoide y de

distintas isoformas de PKC.
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Perfil de expresion de PKCs y su modulaciéon por ATRA

Se evaluo la expresion de las isoformas a y & de PKC tanto en la linea LM38-LP
como en los componentes LEP, MEP y stem. Observamos que la linea LM38-LP
expresa tanto PKCa como PKC?. El tratamiento con ATRA produce un aumento
de los niveles de la isoforma & de PKC y una disminucion de la isoforma a de
PKC luego de 24 hs de tratamiento (Fig. 11.1.A).

Para estudiar qué sucedia en los componentes LEP y MEP por separado,
procedimos a separar ambos componentes luego del tratamiento con ATRA por
48 hs a través de un ensayo de inmunoparticulas aprovechando la expresion
diferencial de cadherina-e en las células LEP. En cambio, para estudiar lo que
sucedia en el componente stem, realizamos un ensayo de mamoesferas para
enriquecer en células stem/progenitoras luego tratarlas con ATRA por 48 hs.

Al analizar los componentes LEP y MEP, hemos observado que el aumento de
PKC®d se observa solamente en el componente LEP, mientras que la disminucion
de PKCa por el tratamiento con ATRA se observé en ambos componentes de la
linea. (Fig. 11.1.B).

Asimismo, las células stem/progenitoras expresan ambas isoformas de PKCs,

pero el tratamiento retinoide solo es capaz de modular negativamente la isoforma

a.
A: Western blot B: RT-PCR
6 Hs 24 Hs
Control ATRA Control ATRA PKCa PKC3 GAPDH

Control ATRA Control ATRA Control ATRA

PKC
¢ LM38-LP

PKC3 LEP

MEP

Mamoesferas

S S wm— S | ACtINA

Figura. Il.1. Expresion y modulacion de PKCs por ATRA. Panel A: Western Blot para la

deteccion de las isoformas a y 6 de PKC en presencia y ausencia del tratamiento con ATRA en la
linea LM38-LP. Panel B: RT-PCR para la deteccion de las isoformas a y & de PKC en presencia y
ausencia del tratamiento con ATRA en las subpoblaciones LEP, MEP y stem de la linea LM38-LP.

Figura representativa de tres experimentos independientes.
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Rol de PKCa y PKCO sobre la proliferacion celular de la linea LM38-LP, en

presencia del tratamiento con ATRA.

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo demostraron que el tratamiento
con ATRA inhibe la proliferacién de la linea LM38-LP. Por lo tanto este objetivo
consistid en evaluar si la modulacion de la actividad tanto de PKCa y/o PKC®
podia sensibilizar la respuesta de disminucién de la proliferacién ejercida por el
tratamiento retinoide.

Para ello, las células LM38-LP fueron tratadas por 96 hs con Go6976 (1uM) o
Rottlerin (1uM) en manera conjunta con el tratamiento retinoide (1uM) o vehiculo
como control.

La inhibicion farmacol6gica tanto de la isoforma & como a produjo una
disminucion de la proliferacion en LM38-LP, luego de 96 hs de tratamiento. Sin
embargo solamente la inhibicion de la isoforma a de PKC sensibilizé a las células

al tratamiento retinoide, evidenciandose un efecto aditivo (Fig. 11.2.).
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Figura I.2. Proliferacion celular de las linea LM38-LP frente al tratamiento con ATRA y/o

inhibidores farmacolégicos de PKCs. El grafico representa nimero de células luego de 96 hs

de tratamiento. La figura es representativa de tres experimentos independientes de n=3,
***p<0,001 vs control, #p<0,05 vs G66976, ANOVA.
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Rol de PKCa y PKCo sobre la proliferacién del componente stem progenitor de la

linea LM38-LP, en presencia del tratamiento con ATRA.

El siguiente paso consistié en evaluar si la inhibicion farmacoldgica tanto de
PKCa y/o PKC® sobre el componente stem de la linea LM38-LP, modificaba los
efectos inducidos por el tratamiento retinoide sobre la proliferaciéon de esta
subpoblacion.

Para ello mamoesferas generadas a partir de la linea LM38-LP fueron tratadas
con G66976 (1uM) o Rottlerin (1uM) en manera conjunta con el tratamiento
retinoide (1uM) o vehiculo como control. Luego de 96 hs de tratamiento se
midieron los diametros de las mamoesferas, como parametro de proliferacion.
Observamos que el tratamiento retinoide disminuye la proliferacion del
componente stem/progenitor y que este efecto es potenciado solamente cuando
se inhibe farmacoldégicamente PKCa (Fig. 11.3.).

Sorpresivamente el bloqueo farmacoldgico de PKCd indujo un aumento del
diametro de las mamoesferas y esta respuesta biologica fue capaz de revertir el
efecto del tratamiento con ATRA (Fig. 11.3.).
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Figura Il.3. Efecto del tratamiento de ATRA y/o inhibidor farmacoldgico de PKCs sobre la

proliferaciéon del componente stem. El grafico muestra el diametro de las mamoesferas luego

del tratamiento con ATRA y/o inhibidor farmacolégico de PKCa/d por 96 hs. *p<0,05 vs control,

**p<0,01 vs control, #p<0,05 vs G66976, ANOVA.
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En sintesis, el tratamiento retinoide es capaz de modular negativamente la
expresion de PKCa en todos los componentes celulares de la linea LM38-LP vy
producir sobre todos ellos un efecto aditivo sobre la inhibicién de la proliferacion,

cuando la actividad de esta isoforma de PKC es bloqueada.

Sin embargo el mismo tratamiento retinoide fue capaz de aumentar la expresion
de PKC® solo en el componente LEP de LM38-LP. En la subpoblacion stem
PKC? tiene un efecto per se sobre ese componente y es contrapuesto al ejercido
por el ATRA.

Estos resultados en su conjunto nos llevaron a explorar mas profundamente
cuales eran los mecanismos implicados en la diferente respuesta bioldgica a la
inhibicion farmacoldogica de la PKCd que mostraron la linea LM38-LP en

monocapa por un lado, y el componente stem progenitor por el otro.
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CAPITULO Ill: Estudio de los mecanismos
implicados en la respuesta biolégica
diferencial de Ila linea LM38-LP vy su
componente stem/progenitor por la inhibicién
de PKC5.
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De los resultados detallados en el capitulo anterior, hemos podido vislumbrar que
PKC® tendria un rol dual. Hemos demostrado que cuando se inhibe
farmacolégicamente su actividad, a pesar de conseguir la inhibicion de la
proliferacion de la linea LM38-LP, se induce un aumento de la proliferacion del
componente stem/progenitor de esta linea. Por lo tanto, nos preguntamos cuales

seran los mecanismos implicados en el comportamiento diferencial de PKC54.

Analisis de la monocapa celular de LM38-LP por microscopia

Hemos observado las monocapas de LM38-LP al microscopio invertido de
contraste de fase para estudiar si las células presentaban signos de muerte

celular cuando se inhibioé la actividad de PKCd.

En la Figura Ill.1 observamos que el tratamiento con Rottlerin inducia la aparicion

de numerosas vacuolas citoplasmaticas.

b ,'_-'f Vo
Roottle

Figqura Ill.1. Imagenes de microscopia representativas de la linea LM38-LP frente al

tratamiento _con Rottlerin Las imagenes muestran numerosas vesiculas sefialadas con las

flechas luego de 96 hs de tratamiento con Rottlerin. (Barra = 20um) La figura es representativa de

tres experimentos independientes de n=3.
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Analisis de la distribucion del ciclo celular

Con el objetivo de evaluar si la inhibicion de PKCd modulaba alguna de las fases
del ciclo celular, células LM38-LP fueron tratadas con Rottlerin por 96 hs y luego
tefidas con IP para su posterior analisis en un citometro de flujo. Observamos
que el tratamiento con Rottlerin indujo acumulacion de células en la fase G1 (Fig.

[11.2.), lo que correlaciona con un arresto del ciclo celular en dicha fase.
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Figura .lll.2. Distribuciéon del ciclo celular de la linea LM38-LP luego del tratamiento con

Rottlerin. El histograma representa la acumulaciéon de células en las distintas fases del ciclo
celular luego de 96 hs de tratamiento. La figura es representativa de tres experimentos
independientes de n=3, *p<0,05 vs control.

Dado que no observamos una acumulacion de células en la fase subG1 del ciclo,
sumado a que no evidenciamos signos de muerte celular por microscopia (Fig.
[11.1.), descartamos que la muerte por apoptosis fuera uno de los mecanismos de
la inhibicion de la proliferacién. Sin embargo y a partir de las numerosas vacuolas
observadas por microscopia en la linea LM38-LP tratada con Rottlerin, decidimos

estudiar si la inhibicion de PKC® estaria induciendo autofagia.
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Estudio de la induccién de autofagia en las células LM38-LP

Para evaluar si la inhibicion de PKCd estaria induciendo autofagia, lo primero que
realizamos fue una inmunofluorescencia para detectar la proteina LC3, marcador

de autofagosomas.

Observamos bajo microscopia de epifluorescencia, que el tratamiento por 48 hs
con Rottlerin fue capaz de aumentar la expresion de LC3 citoplasmatica en la

linea LM38-LP (Fig. Ill.3.), lo que confirmaria la presencia de autofagosomas.

DAPI LC3

Control

Rottlerin

Figura .llIl.3. Deteccion de LC3 por inmunofluorescencia en la linea LM38-LP frente al

tratamiento con Rottlerin. Las imagenes muestran la acumulacién de LC3 en las células que

fueron tratadas con Rottlerin por 48 hs (Barra = 50um). Las flechas muestran la marca positiva de

LC3. La figura es representativa de tres experimentos independientes.

Para confirmar que el bloqueo de la actividad de PKC® induce autofagia,
evaluamos si existe la induccion del flujo autofagico. Para el estudio del mismo,
utilizamos un inhibidor de la bomba de protones de los lisosomas. El ensayo se
basa en la premisa de que al formarse el autolisosoma, dado por la fusion de un
autofagosoma con un lisosoma, la proteina LC3-Il se degrada por las enzimas
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lisosomales que funcionan a pH acido. Por lo tanto utilizando un inhibidor de la
bomba de protones de los lisosomas (BAF-1), podemos evidenciar si primero se
acumula el LC3-Il y si esta acumulacién es mayor en presencia del inductor de
autofagia que estamos estudiando, validando en este ultimo caso la existencia de

un flujo autofagico.

Por lo tanto, las células LM38-LP fueron tratadas con Rottlerin en presencia o
ausencia de BAF-1. Observamos que la inhibicion farmacologica de PKC indujo
una acumulacién de LC3-1l respecto de las células tratadas solo con Rottlerin o

con BAF-1, lo que validaria la induccion del flujo autofagico (Fig.ll1.4)
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Figura. lll.4. Deteccion de LC3 por Western Blot en la linea LM38-LP frente a los

tratamientos con Rottlerin y/o BAF-1. Western Blot para la deteccion de LC3-1l en presencia de

BAF-1 y/o Rottlerin por 48 hs. La figura es representativa de tres experimentos independientes de

n=3.

Implicancia de la inducciéon de autofagia por la inhibicion de PKCO, sobre la

inhibicion de la proliferacion celular.

A continuacion evaluamos si el bloqueo de la autofagia podia alterar el efecto
sobre la proliferacion celular inducido por la inhibicion farmacolégica de PKC?.
Para ello utilizamos un compuesto llamado 3-metiladenina (3-MA), que bloquea la
formacion de autofagosomas a través de la inhibicion de la via fosfatidilinositol
quinasas tipo Ill (PI3K) [89]. Como se observa en la Fig. Ill.5., el bloqueo de la
actividad de PKC® cuando la formacion de autofagosomas se encuentra inhibida,

indujo una disminucion de la proliferacion celular de manera aditiva.
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Figura .lIl.5. Proliferacion celular de las lineas LM38-LP frente al tratamiento con 3MA y/o el

inhibidor farmacoléqgico de PKC&. El grafico representa numero de células luego de 96 hs de

tratamientos. La figura es representativa de tres experimentos independientes de n=3, *p<0,05 vs
control, #p<0,05 vs 3MA, ANOVA.

Implicancia de PKCO sobre la proliferacion y mantenimiento del componente

stem.

En el capitulo anterior describimos que la inhibicion de PKC® aumentaba la
proliferacion de las células stem de la linea LM38-LP y que este efecto bioldgico
era atenuado por la activacion del sistema retinoide. Sin embargo, dado que el
ATRA no es capaz de modular PKCd en el componente stem/progenitor, nos
preguntamos cual es el rol que tiene esta isoforma en esta subpoblacion celular y

que es independiente del sistema retinoide.

En este punto evaluamos como la inhibicion de PKCd modula al componente

stem/progenitor.

En el capitulo Il observamos que el tratamiento con Rottlerin por 96 hs indujo un
aumento del diametro de las mamoesferas (Fig.11.3.). Para continuar evaluando
como el bloqueo de la actividad de PKCd modula al componente stem/progenitor,

las mamoesferas fueron tratadas por 96 hs con Rottlerin. Luego, las células
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derivadas de las mamoesferas pre-tratadas fueron cultivadas nuevamente en
suspension para estudiar la capacidad de dar origen a una nueva generacion de
mamoesferas, como una medida de auto-renovacion. Observamos que el
tratamiento con Rottlerin indujo un aumento del numero de mamoesferas
secundarias (Fig.lll.6.A). Por otro lado, quisimos verificar si la inhibicion de la
actividad de PKC® provoca que se enriquezca el cultivo celular en células stem.
Para ello tratamos a la linea LM38-LP con Rottlerin solo por 48 hs, y medimos la
capacidad de formar mamoesferas primarias. Observamos que el tratamiento con
Rottlerin aumento significativamente la capacidad de formar mamoesferas de la
linea LM38-LP (Fig.lll.6.B). Para corroborar que este efecto es mediado por
PKC9, utilizamos un siRNA contra esa isoforma (Fig.l11.6.C). Pudimos observar
los mismos efectos que con el inhibidor farmacoldgico: tanto en el aumento en el
diametro de las mamoesferas primarias, como en el aumento del numero de

mamoesferas primarias (Fig.l11.6.D y 6.E.).
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Figura .1Il.6. Efecto de la inhibicion de PKC3 sobre el componente stem. Panel A: El grafico

muestra el numero de mamoesferas secundarias luego del tratamiento con Rottlerin por 96 hs.

Panel B: El histograma muestra el numero de mamoesferas primarias luego de la inhibicion

farmacolégica de PKC®d. Panel C: Western Blot para la detecciéon de la isoforma & de PKC en

células LM38-LP que fueron transfectadas con un siRNA contra PKC® o un siRNA Scramble.

Panel D: La figura muestra el diametro de las mamoesferas primarias luego del bloqueo de la

expresion de PKC®&. Panel E: El grafico muestra el nUmero de mamoesferas primarias luego de la

inhibicién de PKC®. La figura es representativa de tres experimentos independientes de n=3.

*p<0,05 vs control, **p<0,01 vs control, ANOVA.
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Rol de PKCd sobre la diferenciacion del componente stem.

Para determinar si la actividad de PKC® esta involucrada en la diferenciacién de
células derivadas de las mamoesferas, realizamos cultivos 3D en matriz natural
reconstituida (Matrigel) bajo el tratamiento con Rottlerin o vehiculo como control.
Por microscopia de contraste de fase observamos que las células derivadas de
las mamoesferas pretratadas con Rottlerin dieron origen a colonias 3D con una
morfologia en racimo (“grape-like”) (Fig. Ill.7.), generalmente asociada con un
fenotipo maligno, mientras que las colonias 3D controles, presentaron una

morfologia en "masa", acorde a un fenotipo mas diferenciado. (Fig. IIl.7.).

Control Rottlerin

Figura lll.7. Efecto de la inhibicion de PKC& sobre la diferenciacion del componente stem.

Las imagenes muestran la morfologia desarrollada en cultivo en Matrigel de las células derivadas
de las mamoesferas pretratadas o no con el inhibidor de PKCd. (Barra=100um). Figura

representativa.
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Analisis del potencial metastasico de las células stem por el bloqueo de la
actividad de PKCJ.

Para validar que el componente stem adquiri6 un fenotipo mas maligno,
decidimos realizar un ensayo de metastasis experimentales, donde evaluamos la
capacidad de las células stem/progenitoras de colonizar el érgano blanco, ultimo

paso de la cascada metastasica.

Para llevar a cabo dicho experimento, 2x10° células derivadas de mamoesferas
pre-tratadas por 96 hs con Rottlerin o vehiculo como control fueron inoculadas
por la vena de la cola de ratones BALB/c. Luego de 21 dias, los ratones fueron
pesados y sacrificados para obtener los pulmones y contar las metastasis
pulmonares. Observamos que los ratones que fueron inoculados con las células
derivadas de mamoesferas pre-tratadas con Rottlerin tuvieron un numero
significativamente mayor de metastasis pulmonares (Fig.lll.8.A). Ademas, estos
ratones presentaron un peso significativamente menor que los ratones control

(Fig.ll1.8.B), evidenciandose de esta manera signos de caquexia.
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Figura lll.8. Efecto del blogueo de la actividad de PKC& sobre la capacidad las células stem

de originar metastasis experimentales y sus efectos paraneoplasicos. Panel A: Se grafica el

numero de metastasis pulmonares por ratéon originados por la inoculacién de células derivadas de
mamoesferas pre-tratadas. El grafico es representativo de tres experimentos independientes de
n=7. *p<0,05 vs. Control, Mann Whitney. Panel B: Se grafica el peso por ratén luego de recibir la
inoculacién de células derivadas de mamoesferas pre-tratadas. El grafico es representativa de tres
experimentos independientes de n=7. *p<0,05 vs. Control, Mann Whitney.
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Perfil de genes pluripotenciales del componente stem por la modulacién de la
actividad de PKCJ.

A continuacion determinamos si los cambios inducidos por la inhibicion de PKCd
en la proliferacién, autorrenovacion y grado de diferenciacién, también eran
acompanados por un perfil de expresion diferencial de los genes pluripotenciales.
En el capitulo | hemos demostrado que las células stem de la linea LM38-LP
expresan altos niveles de varios genes pluripotentes y claves para mantener la

jerarquia stem (Fig. 1.1).

Para ello las mamoesferas fueron tratadas con Rottlerin por 48 hs y luego
evaluamos los niveles de Nanog, Sox2, Slug y Sox9 por RT-PCR. Observamos
que la inhibiciéon farmacolégica de la PKC® aumentd claramente los niveles de
expresion de Nanog y Slug pero no se observaron cambios en la expresion de
Sox2 y Sox9 (Fig. 111.9.).

Control Rottlerin

Nanog

Sox2

Slug

Sox9

GAPDH

Figura 11l.9. Modulacién de los niveles de genes pluripotenciales por la inhibicién de PKC3

en el componente stem. RT-PCR para genes pluripotenciales: Nanog, Sox2, Slug y Sox9. Figura

representativa de tres experimentos independientes.
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Rol del mecanismo de autofagia en los efectos mediados por la inhibicion de

PKCo en el componente stem.

Finalmente nos preguntamos, si tal como sucedia en las células LM38-LP, la
autofagia también era un mecanismo presente en el componente stem y si podia
ser modulado por la actividad de PKCb. Por lo tanto con el objetivo de evaluar si
la autofagia inducida por la inhibicion de PKCd se encuentra involucrada en el
incremento de la subpoblacion stem de la linea LM38-LP, realizamos un ensayo
de WB para el marcador autofagico LC3. Curiosamente, las mamoesferas
presentaron altos niveles basales de LC3-ll, sin embargo el tratamiento con
Rottlerin indujo un incremento en los niveles de esta molécula. (Fig. 1ll.L10.A y
10.B). Con el fin de validar si la autofagia esta mediando el efecto del bloqueo de
la actividad de PKCd en la subpoblacion stem, tratamos a las células LM38-LP
con Rottlerin y/o 3MA durante 96 h para llevar a cabo un ensayo de
mamoesferas. Pudimos observar que el incremento en el diametro y en el numero
de mamoesferas inducido por la inhibicion farmacologica de PKCd se revirtid en
presencia del inhibidor de la formacién de autofagosomas 3MA. Esto sugiere que
la autofagia, inducida por bloqueo de la actividad de PKC®, es clave en el
mantenimiento del componente stem, induciendo la proliferacion y auto-

renovacion del mismo. (Fig. 111.10.C y 10.D.).
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Figura lll.10. Implicancia de la autofagia en los efectos mediados por la inhibicion de PKC&

en las mamoesferas. Panel A: EIl WB muestran la acumulaciéon de LC3-ll en las mamoesferas

tratadas o no Rottlerin por 48 hs. La figura es representativa de tres experimentos independientes

de n=3. Panel B: El grafico muestra el diametro de las mamoesferas luego del tratamiento con

Rottlerin y/o 3MA por 96 hs. Panel C: El grafico muestra el niumero de mamoesferas primarias

luego del tratamiento con Rottlerin y/o 3MA por 96 hs. *p<0,05 vs control, ANOVA.
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CAPITULO 1IV: Evaluacién del tratamiento
combinado de ATRA y el inhibidor
farmacolégico de PKCa sobre distintos
parametros involucrados en la progresion

tumoral.
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En el capitulo Il, hemos demostrado que la activacion del sistema retinoide por el
tratamiento con ATRA, es capaz de disminuir los niveles de PKCa en todos los
componentes celulares de la linea LM38-LP: células LEP, MEP y Stem. También
observamos que la activacion del sistema retinoide conjuntamente con la
inhibicién farmacologica de PKCa, conduce a la disminucion de la proliferacion

tanto de la linea como de su componente stem/progenitor.

Nos preguntamos ahora, no solo cuales son los mecanismos implicados en este
interesante efecto bioldgico, sino ademas si se ven modificados otros parametros

implicados en la progresion tumoral o diseminaciéon metastasica.

Analisis de la proliferacién celular

La linea LM38-LP fue tratada con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa
con un rango de dosis entre 0.25uM a 1uM de cada uno. Luego de 96 hs de
tratamiento, se analizaron los efectos de cada droga por separado o sus
combinaciones, sobre el numero de células. Observamos que el tratamiento
combinado produjo una mayor disminucion de la proliferacion respecto de cada

tratamiento por separado (Fig.IV.1.).
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Figura IV.1. Proliferacién celular de la linea LM38-LP. El histograma representa nimero de

células luego de 96 hs de tratamientos. La figura es representativa de tres experimentos
independientes de n=3, *p<0,05 vs control, **p<0,01 vs control, ***p<0,001 vs control #p<0,05 vs
G06976, ##p<0,01 vs G66976 ANOVA.
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Estudio de Interaccion de drogas

Dado que el tratamiento combinado tuvo un efecto inhibitorio mayor sobre la
proliferacion de la linea LM38-LP que cada tratamiento por separado, decidimos
analizar a través del método de Chou-Talalay[86], si la interaccion entre el
inhibidor farmacoldgico de PKCa y el ATRA era aditiva o sinérgica. A partir de los
datos obtenidos del ensayo de proliferacion descripto mas arriba se evidencio
que cada agente mostro una inhibicion dependiente de la dosis sobre la
proliferacion celular (Tabla 1). Ademas, todas las combinaciones de ATRA y el
inhibidor farmacolégico de PKCa examinados fueron sinérgicos con un indice de
combinacién de: IC <7 (Tabla I1V.1.).

LM38-LP Fraccion afectada a 96 hs

Dosis |ATRA|G66976| ATRA + G66976 | Indice de Combinacién (IC)

025uyM | 0,34 | 0,32 0,52 0,62 + 0,02
0,5uM | 0,35 | 0,52 0,76 0,52 + 0,08
1uM | 0,44 ] 0,78 0,86 0,66 0,03

Tabla. IV.l. Andlisis de interaccion entre drogas por Chou-Talalay. La tabla muestra el efecto

de cada droga por separado o su combinacién sobre la proliferacién en funcién del control. Se
muestra el indice de combinacién resultante del test de Chou-Talalay en funcién de los efectos

obtenidos, n=3.

Analisis del ciclo celular

Hemos analizado la distribucioén del ciclo celular de las células LM38-LP luego del
tratamiento por 96 h con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa.
Observamos que en la linea LM38-LP, el tratamiento con ATRA indujo
principalmente la acumulacion de las células en la fase G del ciclo, acompanado
de un pequefio incremento de células en sub G4 (Fig.IV.2). Por otra parte, el
tratamiento con el inhibidor farmacolégico de PKCa provocd la acumulacion de
las células principalmente en la fase Sub G;. Nuevamente, el tratamiento
combinado mostro un efecto sinérgico en la acumulacion de las células en la fase
sub G1 (Fig. IV.2.).
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Figura 1V.2. Evaluacién del Ciclo celular. El histograma representa la acumulacién de células

en las distintas fases del ciclo celular luego de 96 hs de tratamiento con ATRA y/o G66976 por 96

hs. La figura es representativa de tres experimentos independientes de n=3 *p<0,05 vs. Control,

**p<0,01 vs Control, #p<0,01 vs G66976, ANOVA.

Analisis de la apoptosis

Dado que la acumulacién de células en el estadio sub G1 del ciclo celular podria

correlacionarse con la induccion de apoptosis, decidimos realizar un ensayo de

Anexina V para corroborarlo. Observamos que cada tratamiento indujo una

acumulacion de células Anexina V positivas, o que confirma la induccion de

apoptosis. Nuevamente, pudimos corroborar el sinergismo del tratamiento

combinado entre el ATRA y el inhibidor farmacolégico de PKCa (Fig.1V.3.)
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Figura IV.3. Evaluacion de apoptosis. El grafico representa el porcentaje de células Anexina V

positivas luego de 96 hs de los distintos tratamientos, evaluado por citometria de flujo. La figura es
representativa de tres experimentos independientes de n=3, *p<0,05 vs. Control, **p<0,01 vs
Control, #p<0,05 vs G66976, ANOVA.

Analisis de la proporcion de células luminales y mioepiteliales bajo distintos

tratamientos

Para poder evaluar la sensibilidad de las células luminales y mioepiteliales a los
distintos tratamientos, se realiz6 una marcacion con el anticuerpo CD24, el cual
discrimina entre estas dos estirpes celulares. La inhibicion farmacoldgica de
PKCa genera una disminucién significativa de la proporcién de células luminales

respecto de las células mioepiteliales (Fig.1V.4.).
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Figura 1V.4. Evaluacién de la sensibilidad de las células luminales y mioepiteliales a los

distintos tratamientos. Panel A: Figura representativa de la marcacién con el anticuerpo CD24 a

través de citometria de flujo luego de 96 hs de tratamiento. Panel B: El grafico representa el
porcentaje de células luminales y mioepiteliales luego de 96 hs de los distintos tratamientos.

Figura representativa de tres experimentos independientes. *p<0,05 vs. Control, ANOVA.

Analisis de la capacidad migratoria.

El efecto del tratamiento con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa sobre
la migracion fue estudiado a través de un “ensayo de cicatrizacion de herida”
sobre células pre-tratadas. Observamos que tanto el tratamiento con ATRA como
la inhibicion de PKCa redujeron la migracion de las células LM38-LP,
evidenciandose nuevamente el efecto sinérgico de la combinacion sobre el
potencial migratorio de esta linea (Fig.IV.5.A.).

También pudimos observar, que la subpoblacion MEP es la responsable de la
capacidad migratoria de la linea LM38-LP, tal como puede evidenciarse en el
frente de avance (Fig.IV.5.A.). Es importante destacar que la viabilidad celular no

fue afectada con las dosis de ATRA o G66976 usadas para este experimento.
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Figura IV.5. Potencial migratorio. El grafico representa el porcentaje de migracion de las células

LM38-LP luego de los distintos tratamientos. La figura es representativa de tres experimentos
independientes de n=3 **p<0,01 vs. Control, ***p<0,001 vs Control, ##p<0,01 vs G66976, ANOVA.

Analisis de la actividad de la metaloproteasa 2 (MMP-2) secretada.

Mediante zimografias directas de geles co-polimerizados con gelatina estudiamos
la actividad de las metaloproteasas secretadas al MC. Tanto la inhibicion
farmacolégica de PKCa como el tratamiento con ATRA disminuyeron la actividad
de MMP-2, siendo indetectable bajo el tratamiento combinado (Fig. IV.6). Es
importante destacar que la viabilidad celular no fue afectada con las dosis de

ATRA o G66976 usadas para este experimento.
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Figura IV.6. Actividad de MMPs activas. El histograma representa la actividad de MMP-2

secretada por las células LM38-LP luego de los distintos tratamientos. La figura es representativa

de tres experimentos independientes de n=2 ***p<0,001 vs. Control, ANOVA.

Analisis del perfil de expresion de los RARs bajo los distintos tratamientos

Hemos demostrado en el capitulo Il que al activar el sistema retinoide por el
tratamiento con ATRA, se produce una disminucién en los niveles de PKCa y que
este efecto es concomitante en todos los componentes celulares del modelo
LM38-LP. Al igual que otros autores, nuestro grupo ha demostrado en trabajos
anteriores la interaccion entre el sistema retinoide y la via de las PKC, en relacién
a la progresion tumoral mamaria[82]. Por lo tanto nos preguntamos ahora si se
produce una modulacion de los niveles de los receptores retinoicos bajo el
tratamiento con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico de PKCa, tanto sobre LM38-

LP, como sobre sus componentes LEP y MEP.

93



Nuevamente para poder estudiar qué sucedia en los componentes LEP y MEP
por separado, procedimos a separarlos por inmunoparticulas luego de los
tratamientos.

Observamos que el tratamiento con ATRA induce un marcado aumento de los
niveles de RARP tanto en la linea como en su componente LEP (Fig.IV.7.A. y
7.B.). Sin embargo, la combinacion de G66976 con ATRA impide parcialmente la
modulacién positiva de este receptor (Fig.IV.7.A. y 7.B.). En cambio, las células
MEP presentan muy pocos niveles de RARB que posiblemente se deben a un
artefacto de la técnica de separacion, ya reportada en trabajos
previos[90](Fig.IV.7.B.).

Por otro lado, el tratamiento con G66976, provocé una marcada disminucion de
los niveles de RARy2 en la linea LM38-LP, pero solo en las células LEP
(Fig.IV.7.A. y 7.B.). El tratamiento combinado de ATRA con G66976 potencia la
disminucién de los niveles del receptor RARy2, en todos los componentes de la
linea (Fig.IV.7.A. y 7.B.).
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Figuras IV.7. Perfil de expresién y modulacién de los receptores retinoides por los distintos
tratamientos. Panel A: RT-PCR para receptores retinoides: RARa1, RARB, RARy1, RARY2 en la
linea LM38-LP. Panel B: RT-PCR para receptores retinoides: RARa1, RARB, RARy1, RARy2 en

las células luminales y mioepiteliales de la linea LM38-LP Figura representativa de tres

experimentos independientes
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CAPITULO V: Evaluacion del efecto del
tratamiento con ATRA vy/o el inhibidor
farmacolégico de PKCa sobre la proliferacion,
el mantenimiento y la diferenciacién de las

células stem/progenitoras tumorales mamarias.
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En el capitulo Il, hemos demostrado que tanto el tratamiento con ATRA como el
bloqueo de la actividad de PKCa conducen a la disminucion de la proliferacion del
componente stem/progenitor (Fig.ll.3.). Ademas la combinacién de ambos

tratamientos potencia el efecto antiproliferativo sobre las células stem.

En este capitulo, nos focalizaremos en evaluar mas en profundidad como ambos
tratamientos y su combinacion afectan la diferenciacion, proliferacion y auto-
renovacion del componente stem/progenitor y cuales serian los mecanismos

implicados en dichos efectos bioldgicos.

Analisis de la capacidad de diferenciacion de la células stem/progenitoras bajo los

distintos tratamientos

Para analizar la capacidad de las células stem/progenitoras de diferenciarse, las
células derivadas de las mamoesferas LM38-LP pre-tratadas fueron crecidas en
cultivos 3D en Matrigel. Luego de 12 dias de cultivo, observamos por microscopia
de contraste de fase, que las colonias derivadas de las mamosferas pre-tratadas
con ATRA desarrollaron una morfologia de “redonda”, con evidente presencia de
lumen, mientras que las colonias derivadas de las mamoesferas control
presentaron una morfologia de “masa” (Fig.V.1.). Curiosamente, al inhibir PKCa
la morfologia desarrollada por las células stem fue “redonda” pero sin presencia
de lumen y con un crecimiento significativamente menor que las control (Fig.V.1.).
Las colonias obtenidas bajo el tratamiento combinado mostraron una morfologia
que combina el efecto de cada tratamiento por separado: pequefias “redonda” y

con lumen aparente (Fig.V.1.).
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Control Go06976

Figura.V.1. Diferenciacion de las células stem/progenitoras en cultivos 3D en matrigel por

los distintos tratamientos. La figura representa el crecimiento en cultivos 3D en matrigel por 12

dias de células provenientes de mamoesferas primarias pre-tratadas.

Para seguir profundizando, decidimos confirmar si las colonias tratadas con
ATRA estaban polarizadas. Para ello realizamos una inmunoflorescencia
marcando los filamentos de actina y los nucleos de las colonias 3D originadas por
las células derivadas de las mamoesferas pre-tratadas con los distintos
tratamientos. Es conocido que cuando las células estan polarizadas, los
filamentos de actina se concentran en la cara apical de las células y los nucleos

se focalizan sobre la cara basolateral.

Observamos que las colonias originadas de las células derivadas de las

mamoesferas tratadas con ATRA tienen una clara polarizacion celular (Fig.V.6.).
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En cambio en las células control no se observo ninguno de estos fenbmenos. Por
otro lado, cuando se bloquea la actividad de PKCa, el efecto del tratamiento del
ATRA se revierte totalmente, inhibiendo la polarizacién y diferenciaciéon celular

inducida por el tratamiento retinoide sobre el componente stem (Fig.V.2.).

Control G66976

ATRA ATRA + G66976

Figura V.6. polarizacion de las células stem/progenitoras en cultivo 3D en matrigel por los

distintos tratamientos. Panel A: La figura representa el crecimiento en cultivos 3D en matrigel por

12 dias de células provenientes de mamoesferas primarias pre-tratadas.
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Efecto del tratamiento combinado sobre la proliferacién y la auto-renovaciéon de la

células stem/progenitoras.

Con el objeto de estudiar mas en detalle el efecto de cada tratamiento sobre el
componente stem/progenitor de la linea LM38-LP, las mamoesferas fueron
incubadas con los distintos tratamientos durante 96 hs. Luego, las células stem
derivadas de las mamoesferas pre-tratadas fueron cultivadas para obtener una
segunda generacion de mamoesferas, como una forma de medir la capacidad de
auto-renovacion del componente stem. Curiosamente, el pre-tratamiento con
ATRA de las mamosferas primarias aumentoé la capacidad de auto-renovacion, es
decir la capacidad de formar nuevas mamoesferas (Fig.V.3.A.). Sin embargo,
éstas resultaron significativamente mas pequefias que las del control (Fig.V.3.B.).
Por otro lado, la inhibicion farmacologica de PKCa, no solamente redujo la
capacidad de auto-renovacion de las células stem/progenitoras, sino que ademas

bloqueé el efecto del ATRA sobre este parametro (Fig.V.3.A.).
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Figura V.3. Evaluacién del efecto de los distintos tratamientos sobre el crecimiento y auto-

renovacion del componente stem de la linea LM38-LP. Panel A: El histograma representa el

diametro de las mamosferas luego recibir los distintos tratamientos por 96 hs. Panel B: El grafico
representa el nUumero de mamoesferas secundarias sobre 10000 células sembradas provenientes
de mamoesferas primarias pre-tratadas por 96 hs. Figura representativa de tres experimentos
independientes de n=3, *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs G66976, ANOVA.
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Efecto del tratamiento combinado sobre la capacidad clonogénica de la células

stem/progenitoras.

Decidimos analizar el efecto de los distintos tratamientos sobre la capacidad
clonogénica de las células stem/progenitoras, la cual es imprescindible para dar
origen a un tumor o nuevo tumor en un érgano distante. Para ello, células
derivadas de mamoesferas pre-tratadas por 96 hs, fueron sembradas en baja
densidad sobre condiciones de cultivo en monocapa. Nuevamente, el pre-
tratamiento con ATRA indujo un aumento en la capacidad clonogénica de las
células stem/progenitoras (Fig.V.4.) mientras que la presencia del G66976 inhibe

este efecto, a la vez que disminuye la formacion de colonias per se (Fig.V.4.).
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Figura V.4. Capacidad clonogénica de las células stem/progenitoras lueqo de los distintos

tratamientos. Panel A: El grafico representa la eficiencia de clonado sobre 3000 células
sembradas a partir de células derivados de mamoesferas primarias pre-tratadas. Panel B: Figura
representativa del nimero de colonias formadas por las células derivadas de las mamoesferas pre-
tratadas. La figura es representativa de tres experimentos independientes de n=3, *p<0,05 vs
control, #p<0,05 vs G66976, ANOVA.
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Perfil de genes pluripotenciales del componente stem por la modulacion del

tratamiento retinoide y el blogueo de la actividad de PKCa.

Luego, estudiamos si el tratamiento con ATRA y/o la inhibicion de la actividad de
PKCa modula alguno de los genes pluripotenciales y/o fundamentales para que
las células stem mamarias mantengan su jerarquia. Estos genes fueron
analizados en el capitulo I, cuando se caracterizé el componente stem de la linea
LM38-LP (Fig.l.1). Observamos que el tratamiento con ATRA aumenté los niveles
de Slug pero este aumento es revertido cuando se bloquea la actividad de PKCa
(Fig.V.5.). Por otro lado la inhibicion de PKCa disminuye los niveles de Nanog y

este efecto se potencia en el tratamiento combinado (Fig.V.5.).

ATRA +
Control ATRA G66976 G697
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Slug
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GAPDH

Figura V.5. Modulacién de genes pluripotenciales de las células stem/progenitoras por los

distintos tratamientos: RT-PCR para genes pluripotenciales: Nanog, Sox2, Slug y Sox9 luego de

48hs de tratamientos: Figura representativa de tres experimentos independientes.

Analisis del perfil de expresion de los RARs bajo los distintos tratamientos

Hemos demostrado en el capitulo Il que las células provenientes de mamosferas
expresan PKCa y que el tratamiento por 48 hs con ATRA disminuye sus niveles
(Fig.ll.1). También hemos descrito en el capitulo IV que la disminucién del
receptor RARy2 (principalmente en las células LEP), por la inhibicion
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farmacologica de PKCa, era potenciada por el tratamiento retinoideo, inclusive en
el componente MEP (Fig.IV.7B.).

Nos preguntamos ahora si estos tratamientos también modifican el perfil de
expresion de los receptores retinoides en las células stem/progenitoras.

Mientras que el ATRA induce un marcado aumento de RARf, tal como lo
habiamos evidenciado en la linea LM38-LP crecida en monocapa, también fue
capaz de aumentar los niveles de receptor RARy2 Este notable aumento, es
parcialmente bloqueado ante la presencia del inhibidor de PKCa, G66976
(Fig.V.6.).
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Figura V.6. Panel de expresion y modulacion de los receptores retinoides por los distintos

tratamientos en las células stem/progenitoras. RT-PCR para evaluar la expresién y

modulacién de los receptores retinoides: RARa1, RARB, RARy1, RARy2. Figura representativa de

tres experimentos independientes.

Participacion de los receptores retinoides sobre la proliferacioén, diferenciacion y

auto-renovacion del componente stem/progenitor.

Finalmente, a partir de la observacion de que el tratamiento con ATRA provocaba
el aumento del numero de mamoesferas secundarias y de la capacidad
clonogénica de las células stem/progenitoras, coincidentemente con el aumento

en los niveles de los receptores RARB y RARy2, quisimos determinar cual de
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estos receptores estaba implicado en estos efectos biologicos. Para ello
utilizamos antagonistas especificos de cada uno.

Observamos que el tratamiento con el antagonista de RARy (MM 11253) en
combinacién con ATRA por 96 hs revirtid totalmente el efecto ejercido por el
retinoide sobre el aumento en la capacidad clonogénica y la auto-renovacién de
las células stem/progenitoras (Fig.V.7.A. y 7.B.). Por su parte, el tratamiento con
ATRA y el antagonista de RARB (LE 135), indujo un aumento del numero de
mamoesferas secundarias no afectando su capacidad clonogénica respecto del

tratamiento retinoide por separado (Fig.V.7.A. y 7.B.).
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Figura V.7. Participacion de los receptores retinoides sobre la proliferacion y auto-renovacion

de las mamoesferas LM38-LP. Panel A: El histograma representa el nimero de mamoesferas

secundarias sobre 10000 células sembradas provenientes de mamoesferas primarias pre-tratadas

por 96 hs con los diferentes tratamientos. Panel B: El grafico representa la eficiencia de clonado

sobre 3000 células sembradas a partir de células derivadas de mamoesferas primarias pre-tratadas

por 96 hs con los diferentes tratamientos. Figura representativa de tres experimentos independientes

de n=3, *p<0,01 vs control, ***p<0,001 vs control, ##p<0,01 vs ATRA, ANOVA.
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CAPITULO VI: Evaluacién del efecto de la
terapia combinada de ATRA y el inhibidor
farmacolégico de PKCa sobre el crecimiento y

la diseminacion metastasica in vivo.
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Con el fin de validar los resultados obtenidos in vitro con la terapia combinada, de
ATRA con G66976, hemos realizado una experimentacion en ratones BALB/c

portadores del tumor LM38-LP creciendo ortotopicamente.

En todos los casos, cuando los tumores fueron palpables los animales recibieron
el tratamiento con ATRA a través de un pellet subcutaneo de liberacion lenta (10
mg/raton) y/o una dosis semanal de 200ul del inhibidor farmacolégico de PKCa

(0,015uM) en forma peri-tumoral, durante tres semanas.

Pudimos observar que tanto el tratamiento con ATRA como el inhibidor de PKCa
empleados como monoterapia, fueron capaces de disminuir signifivativamente el
volumen tumoral en los ratones portadores de tumor LM38-LP (Fig.VI.1.). El
tratamiento combinado mostré un efecto sinérgico respecto a la inhibicién del

crecimiento tumoral (Fig.VI.1.).
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Figura VI.1. Efecto de los distintos tratamientos sobre el crecimiento tumoral in vivo. El

grafico representa el volumen tumoral de cada grupo de tratamiento a lo largo del tiempo. Panel
B: Figura representativa de los tumores de cada grupo tratado. La figura es representativa de tres
experimentos independientes de n=5, *p<0,05 vs control, **p<0,01 vs control, #p<0,05 vs G66976,
ANOVA

Por otro lado, hemos analizado el efecto de estas terapias sobre la capacidad
metastasica espontanea. Solo el tratamiento con G66976 evidencié un numero de

metastasis significativamente menor respecto del control. En cambio el
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tratamiento con ATRA no logro disminuir el numero de metastasis de manera
significativa. En la terapia combinada observamos una marcada reduccion del
numero de metastasis pulmonares, aunque esa diferencia no llegdb a ser

significativa respecto del tratamiento con G66976. (Fig.VI.2.).

*I *

Numero de metastasis
pulmonares espontaneos

- —hhh— v

1
0 ; T , e

Control ATRA Go6976 ATRA +
Go66976

Mediana (Md) 6 4 1 0
Rango (3-7) (3-6) (1-3) (0-1)

Figura VI.2: Efecto de los distintos tratamientos sobre el numero de metastasis

espontaneas. Se grafica el nimero de metastasis pulmonares por ratéon bajo cada tratamiento. El

grafico corresponde a un experimento n=5. *p<0,05 vs. Control, Mann Whitney.
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CAPITULO VII: Implicancia de la expresién de
PKCa, RARB y RARyY2 en la supervivencia libre
de enfermedad de pacientes con cancer de

mama.
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En el capitulo VI, hemos demostrado que tanto el tratamiento con ATRA como el
bloqueo de la actividad de PKCa disminuyen la progresion tumoral, siendo este
efecto sinérgico al combinarse ambos tratamientos. Ademas, en los capitulos
anteriores, observamos que el tratamiento combinado induce varios de sus
efectos anti tumorales a través de la modulacion positiva de RARB y la
modulacién negativa de RARYy.

En este capitulo, nos focalizamos en estudiar la implicancia de la expresion
conjunta de RARB y RARYy, como asi también de PKCa, en la supervivencia libre
de enfermedad (SLE) de pacientes de cancer de mama de subtipo basal, ya que
éste subtipo es el que mas se asemeja al modelo tumoral LM38-LP.

Para ello, utilizamos una base de datos publica on-line con graficos de Kaplan-
Meier que contiene informacion de pacientes con cancer de mama y sus perfiles
de expresién génica [87].

En primer lugar, analizamos la SLE de un grupo de pacientes portadoras de
cancer de mama subtipo basal, receptor de estrégeno negativo y linfonodo
negativo. En este grupo de pacientes analizamos si la expresion de RARB, RARy
y PKCa por separado o la combinacion de las 3 se asocian significativamente con
una menor o mayor SLE. No evaluamos la supervivencia global debido al bajo
numero de pacientes para este parametro.

Las combinaciones de los 3 genes a analizar, se decidieron en base a los
resultados de los capitulos anteriores. Las mismas son: Altos niveles de
expresion de RARPB con bajos de RARy y PKCa y bajos niveles de expresiéon de
RAR con altos de RARy y PKCa.

En el grupo de pacientes analizado, no observamos asociacién significativa entre
la expresibn de RARy o de PKCa por separado, con la SLE (Fig.VIl.1).
Sorpresivamente, encontramos que RARJ si se asocian significativamente con la
SLE de manera que, las pacientes que exhiben niveles de expresiéon elevados de
RARpB, presentan peor prondstico en términos de SLE, que aquellas que
expresan menores niveles de esta molécula (HR=1,73; P=0,036) (Fig.VII.1). Al
estudiar el efecto de la combinacion de estos 3 genes (como fue descripto mas

arriba), observamos que altos niveles de RARPB y al mismo tiempo bajos niveles
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de RARy y PKCa no se asocian significativamente con la SLE de éste grupo de
pacientes (Fig.VIl.1)

PACIENTES PORTADORES DE CANCER DE MAMA SUBTIPO BASAL
Era NEGATIVO - LINFONODO NEGATIVO

PKCa. RARy
o o
T 3 HR =1.34(0.82-2.17) e HR = 0.58 (0.31 - 1.08)
8 L“"ﬂ\ logrank P = 0.24 8 1 logrank P = 0.081
5 o+
£ R IS "
= o | . o Yt
2 ° uq_J ° L HHH—————H—+
£ e £
g o i, = 8 (I
D o 7 o S
= 29
o o0 o o0
© 5 © 5
883 a2 3
2w f
o s o g
c o c o
q>’ ° Expresion <I>) © | Expresion
= ES — BAA
— BAA
E o | — am QE) o | — A
a° T T T o ° T T T
2 o 20 a0 60 80 7 0 20 40 60 80
Tiempo (meses) Tiempo (meses)
2 80 63 46 39 158 124 93 71 55
118 91 64 45 29 54 47 34 20 13
3 3
S 2*%m1 HR =173 (1.03 - 2.92) kel S"T_\‘L HR = 1.69 (0.97 - 2.92)
Q =~ logrank P = 0.036 o) 1'31\% logrank P = 0.059
IS IS e
— ‘_‘“—s — ® Lk\\
®
.,g S \_“t % S w,\ui
Ly -
T o T o Mo
So¢g W-»WW S 9 ¢ & Ty
8o o] 3 -
a0 Qo
© 5 © 5
a2 3 a2 34
O °w
s o g
C o~ c o )
O o 7] i o ° Expresion
E Expresion E —— § RARp 4 PKCay RARy
— BAA 5
5o | am G o | — tRREPCaRARy
g-° . . =3 — T T
17 B 20 40 60 80 » ° 20 40 60 i
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

73 62 a7 33 22

85 72 57 40 30 139 109 80 58 46

127 99 70 51 38

Figura. VII.1: Implicancia de la expresién de RARB, RARy y PKCa en la SLE del grupo de

pacientes de cancer de mama analizado. Los gréaficos corresponden a las curvas de

supervivencia obtenidas con el metodo de Kaplan-Meir surgidas del analisis de expresion de
RARB, RARy y PKCa juntas o cada una por separado en 212 pacientes portadores de cancer de

mama subtipo basal, receptor de estrogeno negativo y linfonodo negativo.
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Luego analizamos si la expresion de RARB, RARy y PKCa por separado o la
combinacion de las 3 se asocian significativamente con una menor o mayor SLE
en un grupo de pacientes portadores de cancer de mama subtipo basal, receptor

de estrégeno negativo y linfonodo positivo.

Observamos que la expresion de RARy no se asocia significativamente con la
SLE (Fig.VIl.2). Siguiendo con el estudio, encontramos que unabaja expresion de
PKCa se asocia significativamente con una mayor SLE (HR=2,39; P=0,019)
(Fig.VIl.2). Finalmente al analizar qué sucedia con la expresion de RAR,
hallamos que altos niveles de RAR[3 ahora se asocian significativamentecon una
mayor SLE (HR=0,51; P=0,039) (Fig.VIl.2). Al estudiar el efecto de la
combinacién de estos 3 genes, observamos que altos niveles de expresion de
RARB en combinacion con bajos niveles de expresion de RARy y PKCa se
asocian significativamente con una mayor SLE, teniendo ésta una significancia
mayor en comparaciéon a la obtenida con RARB y PKCa por separado
[(Combinacion HR=0,44; P = 0,0098); (RARB HR=0,51; P = 0,039); (PKCa
HR=2,39; P=0,019)] (Fig.VII.2).

Podemos concluir que, para las pacientes que presentan lifonodo positivo, una
elevada expresion de RAR[ en combinacion con una baja expresion de RARy y
PKCa, se asocia con mejor pronostico en términos de SLE, presentando menor
riesgo de recaida, en un periodo de 7 afos, que las pacientes que presentan la

combinacién opuesta de las moléculas.
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Figura. VII.2: Implicancia de la expresion de RARB, RARy y PKCa en la SLE de pacientes de

cancer de mama. Los graficos corresponden a las curvas de supervivencia obtenidas por el

método de Kaplan-Meir surgidas a partirdel analisis de la expresiéon de RARB, RARy y PKCa
juntas o de cada una por separado en 94 pacientes portadores de cancer de mama subtipo basal,

receptor de estrégeno negativo y linfonodo positivo.
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DISCUSION
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El cancer de mama es un importante problema de salud publica. En la Argentina,
cada afo mueren aproximadamente 5.400 mujeres y se estima que se
diagnostican alrededor de 17.000 casos nuevos (datos del MSAL 2010) [91].

La implementacion de terapias adyuvantes o neoadyuvantes, mejora
considerablemente el prondstico, ya que este tipo de tratamientos habitualmente
disminuye las posibilidades del desarrollo de tumores secundarios. Por esta
razon, el estudio y la mejor comprensién de los pasos que llevan a la progresion
tumoral son muy importantes en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.
Respecto del cancer de mama, debemos tener en cuenta que el epitelio mamario
estda compuesto mayoritariamente por dos tipos celulares, las células epiteliales
que forman el ducto y el sistema lobular, y las células mioepiteliales [40, 41]. Por
otro lado, las células stem adultas son un pequefio porcentaje de las células que
conforman los sistemas de érganos donde dan lugar a tipos celulares especificos
[92]. Asi, considerando que los tumores podrian contener células stem malignas
que conduzcan a la formacién y crecimiento del tumor, se explicaria porque los
tratamientos convencionales que sustancialmente reducen la masa tumoral
removiendo células proliferantes, fallan para curar al paciente en algunos tipos de
cancer, dado que las células stem/progenitoras tienen generalmente una tasa de
proliferacion muy baja, siendo insensibles a estos tratamientos[17].

Por lo tanto, el estudio de la biologia de las células stem podria proveer de
nuevas herramientas terapéuticas contra el cancer[16]. Sin embargo las vias de
sefalizacion que definen al nicho stem son aun poco claras y el mantenimiento y

propagacion esta intimamente interconectada con la sefalizacion del entorno[93].

Entre las numerosas vias de sefializacidén o sistemas genémicos implicados en la
progresion tumoral, hemos hecho especial hincapié en el sistema retinoide y la
via de las PKC, dada la experiencia previa de nuestro equipo de trabajo.

Asi, el Acido Retinoico , un metabolito activo de la vitamina A involucrado
principalmente en la diferenciacién celular y la via de la Proteina Quinasa C , una
familia de enzimas que se encuentran vinculadas a numerosas funciones
celulares incluyendo la transformacion maligna, han sido propuestas por varios
autores como importantes puntos de intervencion terapéutica.

Los retinoides pueden alterar la actividad de algunas isoformas de PKC

revirtiendo el fenotipo maligno [78, 94, 95]. Mas aun, nuestro grupo de trabajo ha
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descripto una interacciéon mecanistica entre el sistema del Acido Retinoico y la via
de senalizacion de la Proteina Quinasa C en el modelo de mama murino LM3
donde observamos principalmente que la actividad de las isoformas a y & de PKC
es necesaria para la induccién de la via genémica del sistema retinoide[82].

En la actualidad, el tratamiento de tumores mamarios con retinoides como unica
droga, no ha tenido éxito. Es por esta razodn que nos preguntamos si alguna de
las moléculas involucradas en las interacciones entre el sistema retinoideo y las
PKCs podria constituir un mejor blanco terapéutico para el tratamiento eficaz de

este tipo de patologias.

Para el desarrollo de esta tesis doctoral utilizamos la linea LM38-LP, una linea
unica que presenta todos los componentes celulares de los tumores mamarios:
células luminales, mioepiteliales y stem/progenitoras. Ademas, por estudios
previos de nuestro laboratorio, sabemos que presenta similitud con el subtipo
basal de cancer de mama siendo fenotipicamente similar a los tumores mamarios
humanos triple negativos ya que expresa citoqueratina 5 y no expresa receptor de
estrégeno y HER? [40, 62]. Ademas, este modelo tumoral expresa los principales
receptores retinoideos como lo son RARa, RARB y RARy. Es conocido que el
receptor RARR estaria involucrado en la diferenciacién [51, 74], lo que contribuye
al efecto sobre la inhibicion del crecimiento ejercida por los retinoides. En cambio
el receptor RARYy, estaria implicado en la proliferaciéon y mantenimiento de células
stem [75, 76].

Gracias al uso de esta linea celular pudimos evaluar el rol del sistema retinoide y
la via de PKC en cada componente celular, permitiéndonos tener una visién mas

completa de la biologia tumoral mamaria.

Nuestro primer objetivo fue aislar, caracterizar y validar que la linea LM38-LP
tenia un componente stem/progenitor, dado que siempre que se quiso separar
ambas sub-poblaciones para su cultivo independiente, nunca se logré obtener un

clon luminal.

Para ello, hemos realizado diversos ensayos de mamoesferas, siendo éste un
método de cultivo selectivo donde unicamente las células stem/progenitoras
pueden proliferar. Como era de esperarse, las mamoesferas expresaron altos
niveles de genes pluripotenciales como Nanog, Sox2, Sox9 y Slug respecto de la
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linea creciendo en monocapa. En un trabajo reciente, se ha demostrado que la
sola re-expresion de Sox9 y Slug en una célula epitelial, la transforma en
indiferenciada con propiedades stem, capaz de regenerar un arbol mamario
completo[60]. Por lo que se concluye que estos genes son necesarios para
mantener la jerarquia stem de las células mamarias.

Siguiendo con la caracterizacion del componente stem, hemos demostrado que
las mamoesferas de LM38-LP, tienen la capacidad de regenerar la linea in vitro:
Comprobamos que una unica célula derivada de una mamoesferas fue capaz de
dar una colonia, con ambas estirpes celulares. Estos resultados concuerdan con
el trabajo de Guo et al[60], donde describe que células con expresién de Sox9 y

Slug son células bi-potenciales.

Una vez validada la presencia de una subpoblacién bi-potencial de células stem
en la linea LM38-LP, nos planteamos el objetivo de evaluar cual era la implicancia
de las isoformas a o & de PKC en relacion a la respuesta de cada componente
celular a la terapia con retinoides. Para ellos, primero evaluamos cual era el perfil
de expresion de PKC a y & en cada componente celular de la linea LM38-LP y
como son afectados sus niveles por el tratamiento con ATRA.

Observamos que si bien ambas isoformas se expresan en mayor o menor medida
en todos los componentes celulares, el tratamiento retinoico las modula de
manera diferencial dependiendo del componente donde se localizan. La isoforma
a de PKC disminuye sus niveles frente al tratamiento con ATRA tanto en las
células luminales y mioepiteliales como en las stem/progenitoras. En cambio la
isoforma & de PKC aumenta sus niveles solamente en el componente luminal,
luego del tratamiento con ATRA. Esta ultima observacion es coincidente con
resultados anteriores en la linea mamaria murina (Her2+) LM3 de origen luminal
[82]. Por otro lado, observamos que existe una gran diferencia en los niveles de
PKCd entre el componente stem y la linea LM38-LP.

Al analizar cuales son los efectos bioldgicos asociados a la inhibicién de cada una
de las PKCs en presencia del tratamiento con ATRA, nos encontramos que solo
la inhibicién de PKCa sensibiliza las células al tratamiento retinoide, potenciando
la inhibicion de la mayoria de los parametros in vitro asociados a la progresion

tumoral.
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Mientras que la inhibicion de PKCd ejerce funciones diferentes sobre cada
componente.

Puesto que el ATRA aumenta PKCd solo en el componente LEP, la inhibicion de
la actividad de esta isoforma, apagaria parcialmente el efecto de la terapia
retinoidea, resultado que correlaciona con un trabajo previo realizado en LM3
(Linea celular tumoral de tipo luminal) [82]. En LM38-LP, PKC parece colaborar
con el sistema retinoide, quiza sobre la actividad de la via gendmica y seria por
eso que observamos el bloqueo del efecto del ATRA sobre la disminucién de la
proliferacion cuando PKCd esta inhibida.

En el resto de los componentes celulares, el sistema retinoide no modula PKC5b.
Curiosamente, el componente stem tiene altos niveles de PKCd en comparacion
con los demas. Justamente, en este componente, la inhibicion de PKCd genera
un efecto biolégico contrapuesto al que sucede en la linea LM38-LP, ya que el
bloqueo de PKC® induce la proliferacion y la auto-renovacion del componente

stem pero inhibe la proliferacién de la linea LM38-LP.

Hipotetizamos que PKC® estaria manteniendo la proporcion de cada componente
celular. Asi, cuando su actividad es inhibida, se frenaria el crecimiento y/o
proliferacion de las células LEP y MEP mientras que las células stem son
comprometidas a “restaurar” el tumor y por esa razon se induciria su proliferacion

y autorrenovacion.

¢ Pero cual o cuales son los mecanismos a través de los cuales PKCd ejerce este

rol dual?

Con la idea de evaluar la participacion de PKC® en el crecimiento de la linea
LM38-LP, analizamos la proliferacion bajo el tratamiento con el inhibidor
farmacolégico Rottlerin. Observamos una disminucién de la proliferacion celular
bajo estas condiciones. Esta inhibicion se asocioé con el aumento de las células
en la fase G1 del ciclo celular. Estos resultados son consistentes con trabajos
reportados previamente donde la inhibicion de PKC® induce el arresto del ciclo
celular en la fase G1 en células NCI-H28 [96]. Al estudiar la morfologia de las
células bajo el microscopio invertido, observamos que el tratamiento con Rottlerin
induce la aparicion de numerosas vacuolas. Este resultado sumado a la ausencia
de células en la fase sub G1 del ciclo celular (que indicaria muerte celular por
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apoptosis o necrosis) nos hizo sospechar que se podria estar induciendo un
mecanismo de autofagia. De hecho, recientemente se ha descripto que la

induccion de autofagia lleva al bloqueo de la apoptosis y viceversa [35].

A través de la medicion de la proteina LC3 y el estudio del flujo autofagico
confirmamos la induccion de autofagia. Curiosamente, un trabajo reciente mostré
que la ciclina D1, un regulador clave del ciclo celular cuya actividad es requerida
para la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, actia como un
supresor de la autofagia en el epitelio mamario [97]. Por lo que seria posible
pensar que la autofagia sea promovida por el arresto en la fase G1 del ciclo
celular, donde la ciclina D1 es degradada [98]. Ademas, previamente ha sido
descripto que numerosos miembros de la familia de las PKCs tienen un rol en la
induccion del proceso de autofagia [99, 100].

Luego nos preguntamos si la induccién de autofagia promovida por la inhibicion
de PKCd favoreceria la sobrevida o por el contrario inducia un tipo de muerte
celular en las células LM38-LP diferente de la apoptosis, denominada “muerte
programada tipo Il [31]. Nuestros resultados revelaron que el bloqueo de la
autofagia potencia el efecto inhibitorio de la proliferacién celular inducido por la
inhibicion de PKC&. Recientemente se ha reportador que la inducciéon de
autofagia, en fases tempranas, actuaria como un mecanismo de sobrevida frente
a la induccion de apoptosis tardia [101]. Por lo tanto, en nuestro modelo, el
mecanismo autofagico tendria un efecto protector.

En nuestro modelo, las células stem/progenitoras tienen altos niveles de PKCS
comparado con la células cultivadas en monocapa y la inhibicién de la actividad
de esta isoforma de PKC aumenté de manera significativa el diametro de las
mamoesferas. Ademas, la inhibicion de PKC®, ya sea a través del inhibidor
farmacolégico o un siRNA especifico, incrementé el numero de mamoesferas
secundarias y la expresion de Nanog y Slug, parametro asociado al aumento del
potencial de auto-renovacién de las células stem. Estos resultados correlacionan
con un trabajo reciente que muestra que la expresion de Nanog es bloqueada por
PKC [102].

En conjunto estos resultados sugieren que PKCd mantiene baja la tasa de
proliferacion de las células stem/progenitoras.
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Por otro lado, las células stem/progenitoras tratadas con Rotlerin mostraron un
marcado cambio en su patron de diferenciacion (cultivos 3D en matrigel). Como
fue descripto por Kenny y colaboradores [103], las estructuras 3D formadas en
estas condiciones de cultivo correlacionan con el grado de diferenciacién celular y
malignidad. Las células derivadas de las mamoesferas formaron estructuras con
forma “mass” (masa), pero por el pre-tratamiento con Rottlerin, las colonias
cambiaron a estructuras “grape-like” (tipo uva), usualmente asociada con células
que tienen un fenotipo de malignidad mayor. Para confirmar el incremento del
potencial maligno, decidimos hacer un ensayo de metastasis experimentales. En
dicho experimento inyectamos por la vena de la cola de ratones BALB/c, células
provenientes de mamoesferas pre-tratadas o no con Rottlerin. La inhibicion de
PKC® incremento el numero de metastasis pulmonares, confirmando de esta
manera el aumento de la malignidad en este componente. Ademas se ha
evidenciado de manera significativa caquexia, uno de los sindromes
paraneoplasicos que correlacionan con los estadios avanzados del cancer [104].

Por lo tanto, la disposicién de colonias “grape-like” (tipo uva) nos permite
hipotetizar que el bloqueo de PKC® conduce a algunas de las células del tumor

primario a escapar y adquirir un fenotipo metastasico.

Ahora nos preguntamos tal como sucede en las monocapas de la linea LM38-LP,
si la autofagia también era inducida en las células stem/progenitoras cuando se
inhibe la actividad de PKC&. Observamos, tal cual describié Gong et al [105], que
las mamoesferas tienen un elevado flujo autofagico basal, pero que bajo la
inhibicion de PKC? este flujo se incrementa. Finalmente evaluamos si la autofagia
es uno de los mecanismosmedia los efectos inducidos por el bloqueo dePKC3.
Observamos que el bloqueo de la autofagia logro revertir el aumento de la
capacidad de auto-renovacion de las células stem inducido por esta isoforma de
PKC. Este resultado concuerda con un trabajo que describe que el regulador de
autofagia ATG4A es esencial para el mantenimiento de células stem tumorales
[106]. Ademas, existe numerosa evidencia que demuestra el rol esencial de la
autofagia en el mantenimiento y autorrenovacion de las células stem tumorales
en numerosos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama, glioblastoma y
neoplasias pancreaticas [107]. Curiosamente, Kumar y colaboradores [101],
describieron que el tratamiento con Rottlerin en fases tempranas induce autofagia
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en células stem tumorales mamarias humanas, lo que concuerda con nuestros
resultados, pero en fases tardias induce apoptosis en dichas células. Esta
diferencia podria explicarse en parte, no solo por que la linea que utilizamos es
murina y en el trabajo de Kumar son células humanas, sino tambien en la
metodologia empleada para la seleccion, cultivo y el estudio del efecto del
tratamiento con Rottlerin sobre las células stem tumorales. En el trabajo de
Kumar y colaboradores, separan la poblacién stem y la cultivan en monocapa. En
cambio, en este trabajo de tesis, aislamos a la poblacion stem de la linea LM38-
LP a través del ensayo de mamoesferas, donde cultivamos a la poblacién stem

en cultivos 3D en suspension.

En resumen, el bloqueo de la actividad de PKCd ejerce un rol dual a través del
mecanismo de autofagia, disminuyendo la capacidad proliferativa de las células
tumorales mamarias, pero activando la capacidad de auto-renovacién de las

células stem tumorales.

Aunque, los inhibidores de PKCd podrian ser utiles en el tratamiento de pacientes
con cancer de mama, ya que limitan el crecimiento del tumor, las células
supervivientes tendrian caracteristicas stem y podrian presentar un mayor
potencial maligno. Por lo tanto, es imprescindible determinar claramente los
acontecimientos moleculares que controlan estos efectos tan dispares, con el fin

de evitar efectos no deseados en un protocolo clinico.
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En el capitulo Il, hemos observado que el bloqueo de la actividad de PKCa
sensibiliza a la linea LM38-LP y su componente stem al tratamiento con ATRA, lo

que disminuiria el fenotipo maligno.

Nos preguntamos entonces si este interesante punto de interaccion entre el

sistema retinoide y la PKCa, seria un punto de intervencion terapéutica exitosa?

Observamos que el tratamiento combinado de ATRA con el inhibidor de PKCa
fue capaz de disminuir la proliferacion celular mas eficientemente que cada
tratamiento por separado en la linea LM38-LP. Para estudiar si este efecto se
debe a una interaccion sinérgica entre ambas drogas, utilizamos el test de Chou-
Talalay[86] en el cual se estudia la forma en la que interaccionan dos o mas
drogas: sinérgica, aditiva o antagonicamente. Al realizar este test confirmamos la

existencia de un efecto sinérgico.

Tratando de dilucidar el mecanismo por el cual el tratamiento combinado
disminuia la proliferacion celular de la linea LM38-LP, hemos analizado en
primera instancia, la modulacion del ciclo celular. El tratamiento con ATRA arresta
a las células LM38-LP en la fase G1 del ciclo celular. Sin embargo, se evidencid
un incremento de la fase sub G1, lo cual es compatible con necrosis o apoptosis.
Esto se corroboro un ensayo de Anexina V. Los resultados no sélo nos
permitieron comprobar que los tratamientos en forma separada indujeron
apoptosis, sino que la combinacidn entre ATRA y Go66976 tuvo un efecto
sinérgico. Nos preguntamos entonces, si las dos poblaciones mayoritarias de la
linea LM38-LP responden de manera diferencial a la inhibicién del crecimiento,
para lo cual hemos utilizado el marcador CD24 que nos permitia diferenciar entre
células luminales y mioepiteliales [108], mediante citometria de flujo. Observamos
que la poblacion sensible al tratamiento con ATRA y/o el inhibidor farmacolégico
de PKCa fue solamente la luminal.

En la siguiente etapa hemos evaluado si el tratamiento combinado tiene efectos
sobre distintos procesos vinculados a la diseminacion metastasica: como son la
migracion celular y la secrecion de MMP-2. Hemos observado que las unicas
células con capacidad migratoria son las células mioepiteliales y que el

tratamiento combinado disminuyo significativamente la migracion celular de la
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linea LM38-LP. Ademas ambos tratamientos lograron inhibir la actividad de MMP-
2 secretada.

Los ligandos de los RARs regulan positivamente varios genes supresores de
tumor y regulan negativamente la actividad de multiples oncogenes, sin embargo
estos efectos no siempre involucran genes cuyos promotores contienen
secuencias RARE, de hecho los efectos transcripcionales independientes de
RARE vy ejercidos por los ligandos de los RARs, como el ATRA, pueden conducir
a la senescencia celular y a la secrecién de moléculas que de forma paracrina
llevan a la inhibicion del crecimiento, como ocurre en las células MCF-7 de
carcinoma mamario [109].

Por esta razén nos hemos preguntado si la inhibicién farmacologica de PKCa en
combinacién con ATRA modula los receptores retinoides y si esta modulacién se
correlaciona con los efectos biolégicos observados hasta el momento.
Efectivamente, los efectos biologicos modulados por la terapia combinada, que
disminuyen el fenotipo maligno de la linea LM38-LP, se condicen con un panel de
receptores retinoides compatible con la diferenciacién y la inhibicion del
crecimiento, conservando niveles apreciables de RAR[ en el componente LEP y
observando una disminucion importante de RARYy tanto en las células LEP como
en las MEP. Este resultado correlaciona con lo observado en el ensayo de
migracion, donde bajo el tratamiento combinado se aprecia una reduccion
significativa de la migracién de las células mioepiteliales, lo que nos permite
hipotetizar que el receptor retinoide RARy estaria en parte implicado en la
capacidad migratoria de esta estirpe celular.

Luego nos focalizamos en el analisis del efecto de los distintos tratamientos sobre
las células stem/progenitoras. Primero analizamos el efecto del tratamiento
combinado sobre la diferenciacién de las células stem/progenitoras. Hemos
observado que en un contexto similar al fisiologico (cultivo en Matrigel) el pre-
tratamiento con ATRA indujo a estas células a la formacion de colonias de tipo
‘redonda”, con evidente presencia de lumen compatible con un fenotipo menos
maligno, segun la clasificacién de Kenny y colaboradores [103]. Ademas, por
inmunoflorescencia comprobamos que dichas colonias “redonda” estaban
polarizadas en comparacion al control. Por su parte, la inhibicidn farmacologica

de PKCa dio lugar a colonias pequefas, con fenotipo “redonda”. El pre-
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tratamiento combinado llevé al desarrollo de un fenotipo de forma “redonda”
pequeia pero sin lumen ni polarizacion. Este resultado correlaciona con
resultados de nuestro grupo de trabajo, donde observamos que la actividad de
PKCa es necesaria para la induccién de la via gendmica del ATRA [82], la cual
media los efectos en la diferenciacién celular [110].

Cuando estudiamos el efecto del tratamiento ATRA y/o el inhibidor de PKCa
sobre las células capacidad de autorrenovacién y clonogénica de las células
stem/progenitoras, observamos que la inhibicién farmacolégica de PKCa, la
autorrenovacion y la capacidad clonogénica del componente stem. Estos
resultados correlaciénan con un trabajo donde demostraron que la inhibicidén de
PKCa conduce a la disminucién de las células stem tumorales mamarias, a través
del bloqueo de la transicion epitelio-mesenquimatica [76]. Al analizar los efectos
del tratamiento con ATRA, hallamos sorpresivamente que dicho tratamiento
indujo un aumento tanto del numero de mamoesferas secundarias, y por ende en
la capacidad de las células stem de auto-renovarse, como asi también de su
capacidad clonogénica. Nuevamente nos encontramos ante una funcién,
aparentemente dual, donde el efecto del ATRA sobre la monocapa es diferente
que sobre las células stem. Podriamos decir entre las funciones que el sistema
retinoide ejerce sobre las células, estda el de preservar la identidad del
componente stem que posee cada tejido y en este caso el tumor. Ante el
desbalance o reduccion del numero de los componentes celulares que conformar
esta entidad, la activacién del sistema retinoide compromete a las células con
potencial stem a autorrenovarse, quiza para recuperar o restaurar por
diferenciaciéon los componentes celulares perdidos. Al combinar dichos
tratamientos, la inhibicion farmacoldgica de PKCa fue capaz de bloquear los
efectos inducidos por el ATRA sobre ambos parametros.

Una posible explicacion, es que el tratamiento con ATRA estuviera modulando en
las células stem/progenitor receptores implicados en la auto-renovacion y
mantenimiento de dichas células, como lo es RARy [111]. Para ello, evaluamos
como los distintos tratamientos modularon los niveles de los receptores retinoides
en este componente celular de la linea LM38-LP. Asi, hemos confirmado que el
ATRA aumento tanto los niveles de RARy2 como los de RARB. De la misma

manera que ocurria sobre los parametros de auto-renovacion y clonogenicidad de
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las células stem bajo la terapia combinada, hemos apreciado que el aumento del
receptor RARYy inducido por ATRA, era bloqueado casi en su totalidad por la

presencia de G66976.

A través del uso de antagonistas especificos tanto para RARy como para RARp,
hemos podido confirmar, que el receptor RARy seria el mas implicado en la
capacidad clonogénica y de auto-renovacion de las células stem/progenitoras, lo
cual concuerda con la bibliografia descripta sobre la funcion de RARy en el
mantenimiento de la auto-renovacion de las células hematopoyéticas[111]. Por
otro lado, la inhibicion de RARB en combinacién con el tratamiento con ATRA ha
conducido a un aumento significativamente mayor de la capacidad de auto-
renovacion de las células stem/progenitoras, en comparacién a lo observado con
el tratamiento con ATRA. Este resultado, nos permite hipotetizar que el receptor
RARP estaria balanceando los efectos ejercidos por el receptor RARy sobre las

células stem/progenitoras.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos hasta el momento, quisimos
finalmente estudiar in vivo si el tratamiento combinado tenia un efecto sinérgico
tanto sobre el crecimiento tumoral como sobre la diseminacién metastasica en
ratones portadores de un tumor LM38-LP ortotopico. Para ello, se simulé un
protocolo clinico, donde los animales comenzaron a recibir los tratamientos al
momento de tumor palpable, durante tres semanas. Observamos que el
tratamiento combinado provocé una disminucién significativamente mayor del
volumen tumoral que cada tratamiento por separado, evidenciandose
nuevamente un efecto sinérgico en la disminucion del crecimiento tumoral. En
cambio solo el bloqueo de actividad de PKCa, inhibié casi por completo la
diseminacion metastasica. Estos resultados conjuntamente con lo observado
sobre el bloqueo de la capacidad clonogénica de las células stem/progenitoras,
por la sola inhibicion de PKCa, concuerdan con lo descripto por otros autores,
donde se describe que PKCa es un marcador de agresividad en cancer de mama
y de mal prondstico[74]. Asi, podriamos hipotetizar que las células capaces de
dar metastasis espontaneas en la linea LM38-LP serian las células
stem/progenitoras, siguiendo la nueva hipétesis de pensar a la célula stem

tumoral como la semilla de la metastasis [112].
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Finalmente, estudiamos la implicancia de la expresion de RARB, RARy y PKCa,
en la SLE de pacientes con cancer de mama de subtipo basal y receptor de
estrégeno negativo. Para ello, utilizamos una base de datos publica on-line con
graficos de Kaplan-Meier que contiene informacién de pacientes con cancer de
mama Yy sus perfiles de expresion génica [87]. Observamos que tanto la expresion
de RARy como de PKCa no se asociaron con la SLE de los pacientes portadores
de cancer de mama con linfonodo negativo. En cambio, la expresién de RAR se
asocio significativamente con la SLE, siendo esta inversa de lo esperado, ya que
altos niveles de expresion de este receptor se asocio una menor SLE de este
grupo de pacientes. Este resultado en principio contradictorio podria relacionarse
con publicaciones recientes en las que se ha reportado que RARB también
estaria implicado en promover la tumorigénesis mamaria mediante la induccién
de la transicién epitelio-mesenquimatica, a través de la activacién de Wnt1 [113].
Cuando analizamos la expresion RARB, RARy y PKCa en simultaneo,
observamos, que aunque la isoforma RARP este expresada en altos niveles, si al
mismo tiempo hay bajos niveles de RARy y PKCa, desaparece la correlacion
entre los altos niveles de expresion de RARB con la menor sobrevida de este
grupo de pacientes. Por otro lado, cuando analizamos la implicancia de la
expresion RARB, RARy y PKCa en la SLE de pacientes con cancer de mama con
linfonodo positivo, nos encontramos que bajos niveles de expresion de PKCa se
asocio significativamente con una mayor SLE de este grupo de pacientes. Esto
era de esperar ya que esta reportado que PKCa es un marcador de agresividad
en cancer de mama [74]. Al analizar la implicancia de RARP en los pacientes con
linfonodo positivo, observamos un efecto contrario a lo que sucede, ya que altos
niveles de RARPB se asocio con una mayor SLE de este grupo de pacientes. Esto
concuerda con numerosos trabajos donde se ha reportado al receptor RARPB
como un supresor tumoral, especialmente la isoforma 2 del receptor (RARB2)
[114-116]. Estos resultados muestran que RARPB podria tener un rol dual,
estimulando o inhibiendo la carcinogénesis.

Cuando evaluamos la combinacion de RARB, RARy y PKCa, hallamos que altos
niveles de expresiéon de RAR[ en combinacion con bajos niveles de expresion de
RARy y PKCa se asociaron con una mayor SLF de este grupo de pacientes, en

comparacién con la obtenida RARB y PKCa por separado. Si bien los resultados
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obtenidos son promisorios, seria necesario realizar un analisis multivariado para
determinar si la asociacion de las moléculas con la SLE es independiente de
otros parametros indicadores de prondstico en cancer de mama como el estadio,

el grado y tipo histolégico.

CONCLUSION:

Si bien el tratamiento con ATRA produce un efecto beneficioso sobre el tumor
LM38-LP, a través de la induccion de RAR (implicado en diferenciacién celular),
el arresto del ciclo celular, el aumento de la apoptosis, la inhibicion de la
migracion y de la actividad de MMPs, la mayoria de estos efectos se ven

altamente potenciados cuando se suma un inhibidor de PKCa a este tratamiento.

La terapia con ATRA como monodroga, produce un efecto beneficioso parcial
sobre el componente stem/progenitor. Mientras retarda el crecimiento de estas
células, por otro lado y a expensas del aumento de RARy, aumenta su capacidad
de auto-renovacion. Quiza esta seria la explicacién de por qué en la clinica los
tratamientos con ATRA, que han sido tan exitosos sobre los tumores liquidos
(como PML), han fallado en curar al paciente con tumores sélidos como cancer
de mama. Sin embargo, la presencia del inhibidor farmacolégico de PKCa en
combinacién con el ATRA inhibe casi en su totalidad la clonogenicidad de las
células stem/progenitoras, ademas de anular la modulacion positiva que el ATRA
tenia sobre la expresiéon de RARy. Esta combinacidén es una nueva e interesante

estrateqgia terapéutica que llegaria vy tendria efecto sobre cada uno de los

componentes celulares presente en el tumor.

Asi, hemos demostrado que la terapia combinada produce la inhibicién de la
progresion tumoral en esta linea mamaria mixta, actuando en forma diferencial

sobre cada uno de sus componentes celulares.

Estos resultados en su conjunto han sido corroborados con el estudio in vivo,
donde la terapia combinada reduce en forma sinérgica el volumen tumoral y la
diseminacion metastasica y con un estudio in silico de la implicancia de la

expresion de RARB, RARy y PKCa en la SLE de pacientes con cancer de mama,

126



donde observamos que altos niveles de expresion de RARB en combinacion con
bajos niveles de expresion de RARy y PKCa se asociaron con una mayor SLE.

La modulacién conjunta de vias de senalizacion y/o sistemas genémicos
permitirian plantear nuevas terapias dirigidas para el tratamiento del cancer
de mama o su quimoprevencion. La combinacion de retinoides con
inhibidores de la isoforma alfa de PKC, podria constituir una novel opcion
terapéutica para pacientes con este tipo de patologia, sobre todo en

tumores con elevados niveles de expresion de PKCa.
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