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Resumen

Activacion de la via de Wnt y receptores de andrégenos inducidos por FGF2: participacion en la

progresion del cancer de mama

La resistencia endocrina representa un desafio para el tratamiento del cancer de mama (CM). El factor
de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) comprende una forma secretada de bajo peso molecular y otras
variantes de alto peso molecular (HMW-FGF2). Previamente demostramos que la sobreexpresién de
HMW-FGF2 induce resistencia endocrina, desregulacién de la via de Wnt, disminucién de receptores de

estrogeno (ER) y progesterona (PR), y aumento de receptores de andrégenos (AR).

En este trabajo, exploramos los mecanismos implicados en la progresion tumoral inducida por FGF2,
enfocandonos en la regulacion de AR mediada por Wnt. Utilizamos lineas endocrino-resistentes, T47D-
HMW-FGF2 y T47D-YB, y sensibles, T47D-vacio e -YA. El tratamiento con inhibidores de Wnt redujo la
proliferacion celular inducida por andrégenos y los niveles de AR en modelos in vitro, in vivo y ex vivo
con xenotransplantes derivados de pacientes (PDX). Ensayos de ChIP mostraron que el inhibidor de Wnt
disminuye el reclutamiento de B-catenina y TCF4 en el promotor de AR. En muestras de pacientes con
expresion diferencial de isoformas del PR o negativas para PR, subtipos tumorales con mayor riesgo de

recurrencia, se observé una correlacidn entre la expresién de AR, FGF2 y ligandos de la via de Wnt.

Estos hallazgos destacan la relevancia del eje FGF2-Wnt-AR en la progresiéon del CM luminal resistente a

la terapia endocrina y sugieren el uso de nuevas estrategias terapéuticas combinadas.

Palabras clave: cancer de mama, resistencia endocrina, receptor de andrégenos, sefializacion Wnt,

terapia dirigida, modelos PDX.



Resumen

FGF2-mediated activation of Wnt and androgen receptors pathways: involvement in breast cancer

progression

Endocrine resistance remains a major challenge in breast cancer (BC) treatment. Fibroblast growth factor
2 (FGF2) includes a secreted low form and several high molecular weight (HMW-FGF2) isoforms. We
previously showed that HMW-FGF2 overexpression induces endocrine resistance, WNT pathway
dysregulation, downregulation of estrogen (ER) and progesterone receptors (PR), and increased
androgen receptor (AR) expression. In this study, we investigated the mechanisms driving FGF2-induced

tumor progression, focusing on Wnt-mediated regulation of hormone receptors.

We used endocrine-resistant T47D-HMW-FGF2 and T47D-YB cell lines, and their sensitive counterparts,
T47D-empty and -YA, to assess Wnt component expression and AR interaction. Treatment with WNT
inhibitors reduced androgen-induced cell proliferation and AR levels in in vitro, in vivo, and ex vivo
patient-derived xenografts (PDX) models. ChlIP assays revealed that WNT inhibition decreased [-catenin
and TCF4 recruitment to the AR promoter. In patient samples with differential PR isoform expression or

PR loss, we observed a correlation between AR, FGF2, and WNT ligand expression.

These findings underscore the relevance of the FGF2-WNT-AR axis in luminal BC progression and
endocrine therapy resistance and support the potential of combined therapeutic strategies targeting

WNT and AR pathways.

Keywords: breast cancer, endocrine resistance, androgen receptor, Wnt signaling, targeted therapy, PDX

models.



indice

INDICE
INTRODUCCION 10
HORMONAS Y DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA 10
Receptores esteroides 10
Receptores de estrogenos 13
Receptores de progesterona 14
Antiprogestagenos 15
Receptores de andrdégenos 15
Antiandrégenos 17
CANCER DE MAMA 17
Factores de riesgo para el CM 19
Factores genéticos 19
Factores hormonales y metabdlicos 20
Factores ambientales 20
Estilo de vida 20
Otros factores 20
CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE MAMA 20
1. Clasificacion Histoldgica 20
2. Clasificacion Molecular (PAM50) 21
3. Estadificacion del CM 21
TRATAMIENTO SISTEMICO DEL CM 22
1. CM Luminal (ER*) 22
2. CM HER2* 22
3. TNBC (ER'/PR'/HER?2)) 23
PROGRESION TUMORAL: RESISTENCIA, RECIDIVAS Y METASTASIS 23
MECANISMOS DE RESISTENCIA ENDOCRINA 24
Alteraciones en receptores hormonales 24
Activacion de vias alternativas de sefalizacion 24
Células madre tumorales y microambiente 24
Alteraciones genéticas, epigenéticas y del metabolismo de farmacos 24
FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 25
FGF2 EN CM 27
VIA DE WNT 27
VIA CANONICA Y NO CANONICA DE WNT 28
Via Candnica de Wnt 28
Via No Canédnica de Wnt 30
WNT EN CM Y OTROS TIPOS DE CANCER 32
ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DIRIGIDAS A LA ViA DE WNT 32
INTERRELACION ENTRE LAS ViAS DE WNT Y OTRAS ViAS 33
Crosstalk entre Wnt y ER 34
Crosstalk entre Wnt y AR 34
Crosstalk entre Wnt y EGFR y PI3K/AKT/mTOR 35




indice

ANTECEDENTES

Isoformas de PR y resistencia endocrina

Isoformas de FGF2 y progresion tumoral

Isoformas de FGF2, regulacion de la expresidn de receptores hormonales y desregulacién de vias

Expresion de AR en muestras de pacientes con CM luminal

HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR

Lineas celulares utilizadas

Lineas celulares con expresion diferencial de isoformas de PR

Lineas que sobreexpresan FGF2

Mantenimiento de lineas celulares

Medios y soluciones

Repique celular

Congelamiento y almacenamiento de lineas celulares

Ensayos de proliferacién celular

ENSAYOS DE WESTERN BLOT (Wb)

Preparacion de extractos celulares

Extraccion de proteinas nucleares y citoplasmaticas

Preparacion de extractos tumorales

Cuantificacion de proteinas

Corrida electroforética y revelado

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA

Soluciones y anticuerpos

Inmunohistoquimica (IHQ)

Inmunocitoquimica

ENSAYOS PARA EL ANALISIS DE EXPRESION DE ARNm

Extraccion de ARN total

PCR cuantitativa en tiempo real con transcriptasa reversa (RT-qPCR)

Electroforesis en gel de agarosa

ENSAYOS IN VIVO

Animales

Inoculacion de lineas celulares

Valoracion del crecimiento tumoral

Toma de muestras tumorales

Deteccion de focos metastasicos

Tratamientos hormonales de lineas T47D

MODELOS DE XENOINJERTO DERIVADOS DE PACIENTES (PDX)

Ensayos in vivo: PDX707

Ensayos in vivo: PDX781

36
36
37
38
41
43
44
45

45
45
45
45
45
45
45
46
46

46
47
47
47
47
48

48
48
48
49

49
49
49
50

50
50
50
50
51
51
51

52
52
52



indice

Ensayos ex vivo: PDX767 52
ENSAYOS DE ELISA 53
ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP) 53
ENSAYOS CON MUESTRAS DE PACIENTES 54
Datos publicos METABRIC 54
ANALISIS ESTADISTICO 55
RESULTADOS 57
Parte I: Via candnica de Wnt 57
Modelos endocrino resistentes T47D-HMW y T47D-YB. Ensayos in vitro 57
Ligandos WNT4 y WNT6 57
Correceptor LRP6 59
Otros componentes de la via candnica de Wnt 61
Modelo enddcrino resistente T47D-HMW. Ensayos in vivo 64
Modelo enddcrino resistente T47D-LMW in vitro e in vivo 68
Inhibicion de la via de Wnt con LGK-974 en modelos resistentes 73
Parte Il: Mecanismo 76
Efecto de andrégenos y antiandrégenos sobre la proliferacion celular 76
Efecto de inhibidores de la via de Wnt sobre la proliferacion celular 82
Crosstalk AR-Wnt: proliferacion celular 84
Crosstalk AR-Wnt: expresion de AR 87
Crosstalk AR-Wnt: ensayos de ChIP 91
Crosstalk AR-Wnt: PDX 93
PDX767 — ensayo ex vivo 93
PDX781 — ensayo in vivo 95
Parte lll: Modelos in vivo: via de AR 929

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H y PR con E2 99

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H en ausenciade E2___ 102

Parte IV: Muestras humanas 106
Caracterizacion clinica y molecular de la cohorte 106
Expresion de AR en relacion con parametros clinico-patolégicos 108

Expresion de Ki-67 y AR nuclear 110
Expresion de AR en pacientes categorizados seguin expresion de PR e isoformas de PR 112
Expresion de FGF2 en relacion con parametros clinico-patolégicos 114
Expresion de Ki-67 y FGF2 nuclear 116
Expresion de FGF2 en pacientes categorizados seguin expresion de PR e isoformas de PR 117
Asociacion AR-FGF2 por Wb e IHQ 121
Expresion de los marcadores WNT4 y WNT6 en pacientes con CM 123
WNT4 123
WNT6 126
Sobrevida global en nuestra cohorte de pacientes 128
Subgrupos ER*PR*, ER*PR’, PRA-H y PRB-H 128
Estratificacion por expresion de AR: subgrupos ER*PR*, ER*PR", PRA-H y PRB-H 129
Estratificacion por expresion de FGF2: subgrupos ER*PR*, ER*PR’, PRA-H y PRB-H 132




indice

DISCUSION 135
Parte I- Via candnica de Wnt 135
Expresion y activacion de la via de Wnt en CM y resistencia endocrina 135
Actividad de la via de Wnt: B-catenina 136
Evidencias de activacion de la via de Wnt por LMW-FGF2 136
Parte II- Mecanismo 137
Crosstalk FGF2—-AR-Wnt 137
Propuesta terapéutica: inhibidores de la via de Wnt y AR 138
El rol del FGFR segun la isoforma de FGF2 139
Parte Il - Modelos in vivo: via de AR 140
Propuesta terapéutica con andrégenos o antiandrégenos: una estrategia condicionada por la presencia de
E2 140
Parte IV- Muestras humanas 141
Muestras de pacientes: limitaciones y ventajas 141
ARy FGF2 como biomarcadores en subgrupos ER*PR- y PRB-H 142
Sobrevida global 142
CONCLUSIONES 144
APENDICE 145
ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR 145
Medios y soluciones 145
Ensayos de proliferacidon celular 145
Plasmidos 146
ENSAYOS DE Wb 147
Soluciones 147
Buffers de extraccion de proteinas: 147
Cuantificacion de proteinas: 147
Soluciones para SDS-PAGE: 147
Buffers de lavado y bloqueo: 147
Otros reactivos: 147
ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA 147
Soluciones 147
ANTICUERPOS PRIMARIOS 148
ANTICUERPOS SECUNDARIOS 149
BIBLIOGRAFIA 150




ABREVIATURAS

AR — Receptor de andrégenos

BSA — Albumina sérica bovina

CBP/p300 — Coactivadores CREB-binding protein/ p300
ChIP — Inmunoprecipitacidén de cromatina

CM — Cancer de mama

DBD — Dominio de unién al ADN

DHT — 5a-dihidrotestosterona

E2 — 17B-estradiol

EGFR — Receptor del factor de crecimiento epidérmico
ELISA — Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima

ER — Receptor de estrégenos alfa

ESR1/2— Gen del receptor de estrégenos alfa/beta

FGF2 — Factor de crecimiento fibroblastico 2

FGFR1/2/3/4 — Receptores del FGF

GFP - Proteina verde fluorescente

GR - Receptor de glucocorticoides

HER2 — Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano

HMW-FGF2 - Isoformas de alto peso molecular de FGF2 (22 KDa)

ICG-001 — Inhibidor de la interaccion B-catenina/CBP

IHQ — Inmunohistoquimica
Ki-67 — Antigeno de proliferacion celular Ki-67

LBD — Dominio de unién a ligando
LGK-974 (LGK) — Inhibidor de PORCN
LMW-FGF2 — Isoforma de bajo peso molecular de FGF2 (18 KDa)

MFP — Mifepristona (RU-486)

Abreviaturas



Abreviaturas

NSG — Ratones NOD/LtSz-scid/IL-2Rynull

PBS — Solucidn salina tamponada con fosfatos
PDX — Xenotrasplante derivado de paciente
PR — Receptor de progesterona

PRA/B - Isoforma A/B del receptor de progesterona

gPCR — PCR cuantitativa en tiempo real

RT-qPCR — PCR cuantitativa en tiempo real con transcriptasa reversa

SDS-PAGE — Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
SERD — Degradadores selectivos del receptor de estréogenos
SERM — Moduladores selectivos del receptor de estrégenos

SFB- Suero fetal bovino

T47D-HMW - Linea T47D que sobreexpresa HMW-FGF2 (22 kDa)
T47D-LMW - Linea T47D que sobreexpresa LMW-FGF2 (18 kDa)
T47D-V - T47D infectada con vector vacio

T47D-YA — Linea T47D con isoforma A de PR

T47D-YB — Linea T47D con isoforma B de PR

TNBC — Carcinomas mamarios triple negativo

WB - Western blot
WNT - Familia de ligandos WNT
WNT4/6 — Ligando WNT4/6



Introduccion

INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es la neoplasia maligna mas frecuente en mujeres y una causa principal de
morbimortalidad, a pesar de los avances en diagndstico y tratamiento (Bray et al, 2024). La mayoria de
los tumores dependen inicialmente de la sefializacion mediada por receptores hormonales esteroideos,
en particular de estrégenos y progesterona, lo que ha permitido el desarrollo de terapias endocrinas
especificas (Louie & Sevigny, 2017). No obstante, una proporcion significativa de pacientes desarrolla
resistencia, asociada a la plasticidad del fenotipo tumoral y a la activaciéon de vias alternativas, entre
ellas el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) y la via Wnt/B-catenina, que cooperan con los
receptores hormonales para modular proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (Turner &

Grose, 2010; Zhan et al, 2017).

HORMONAS Y DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA

El desarrollo de la glandula mamaria depende de una red finamente regulada de hormonas y factores de
crecimiento que interactian de manera compleja. Entender estos mecanismos es relevante tanto para
la biologia del desarrollo como para el abordaje del CM, en el que estas vias de senalizacion suelen

encontrarse alteradas (Jena et al, 2023).

Receptores esteroides

Los receptores hormonales son proteinas esenciales que median las respuestas celulares a hormonas en
la gldandula mamaria, un tejido altamente sensible a variaciones endocrinas. Los principales receptores
implicados incluyen el receptor de estrogeno alfa (ER), el de progesterona (PR), el de andrégenos (AR),
el de glucocorticoides y el de mineralocorticoides, cada uno con funciones especificas en el desarrollo

mamario y en la carcinogénesis (Louie & Sevigny, 2017).

Estos receptores actian como factores de transcripcion de la familia de receptores nucleares y
comparten una organizacién modular con dominios bien definidos: un dominio A/B amino-terminal
altamente variable que contiene el sitio de transactivacién AF-1; un dominio de unién al ADN (C o DBD),
muy conservado, con dos dedos de zinc que permiten la unién especifica a elementos de respuesta y
favorecen la dimerizacion; una region bisagra (D) poco conservada, que conecta el DBD con el dominio
de union al ligando y contiene sefiales de localizacién nuclear; y un dominio de unién al ligando (E o

LBD), que reconoce hormonas esteroideas especificas, forma un bolsillo hidrofébico para el ligando y

10



Introduccion

alberga el sitio de transactivacion AF-2 responsable del reclutamiento de coactivadores (Figura i-

1)(Kumar & Litwack, 2009).

A/B D E

Figura i-1: Estructura modular de un receptor nuclear de esteroides, que muestra el dominio
amino-terminal (NTD), el dominio de unién al ADN (DBD), la regidn bisagra (Hinge) y el dominio de union

al ligando (LBD), junto con los dominios de transactivacion AF-1y AF-2. Adaptado de (Saha et al, 2021).

El mecanismo de accion de los receptores hormonales se inicia con la unidn del ligando al LBD,
lo que induce un cambio conformacional, la liberacidn de proteinas de shock térmico y la dimerizacién
del receptor. El complejo activado se transloca al nucleo, donde se une a elementos de respuesta
hormonales en el ADN y activa o reprime la transcripcion de genes blanco, regulando la proliferacion y
diferenciacion de las células mamarias y, en consecuencia, el desarrollo mamario (Lavery & McEwan,
2005). Existen distintos modos de accion gendmica, algunos estrictamente dependientes de ligando y
otros modulados por vias activadas por factores de crecimiento. Estos modos de accidn gendmica y no

gendmica se resumen esquematicamente en la Figura i-2.
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o 8 o By e Growth hormones
L

v

Kinase
cascade

SHR response SHR response TF response TF response
element element element element
Inhibe Activa Activa Activado x
Elementos de respuesta a H Tethered factores de crecimiento
GENOMICO Ligando-dependiente NO GENOMICO

Figura i-2. Representacion esquemdtica de los mecanismos de accion de los receptores hormonales de
esteroides (SHR): ruta gendmica cldsica dependiente de ligando (activacion o represion de genes
mediante union directa al ADN), accion “tethered” (activacion de genes a través de la interaccion del SHR
con otros factores de transcripcion) y efectos no gendmicos mediados por cascadas de quinasas

activadas por factores de crecimiento. Adaptado de (Trevino & Weigel, 2013).

La internalizacion de los receptores hormonales es otro nivel de regulacién. Tras su activacion,
los receptores pueden ser internalizados hacia endosomas y dirigidos a reciclaje o degradacidn
lisosomal, modulando la duracidn de la sefial y la disponibilidad de receptores en la membrana (Willnow

& Nykjaer, 2010).

En la glandula mamaria, las interacciones entre diferentes receptores esteroideos afiaden
complejidad a la respuesta hormonal: ER y PR cooperan en la regulaciéon de genes clave durante la

lactancia, mientras que AR puede antagonizar efectos estrogénicos en determinados contextos (Dai &

12
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Ellisen, 2023). Esta plasticidad en la sefalizacién contribuye a la resistencia a tratamientos hormonales

en CM y a cambios en el fenotipo tumoral y en la respuesta terapéutica (Ravaioli et al, 2022).

Receptores de estrégenos

Los ER tienen dos isoformas principales, ERa y ERPB, codificadas por los genes ESR1 y ESR2,
respectivamente. Estas isoformas difieren en su distribucién tisular y en sus efectos fisioldgicos, con
roles tanto en la proliferacidon celular como en la diferenciacién; ERa predomina en el tejido mamario,
mientras que ERB se expresa con mayor frecuencia en ovario y prostata (Heldring et al, 2007; Nilsson &
Gustafsson, 2011). Los ER se unen a elementos de respuesta a estrogenos en el ADN y regulan la
transcripcién de genes asociados al crecimiento y desarrollo de la glandula mamaria (Ali & Coombes,

2000; Bjornstrom & Sjoberg, 2005).

El 17-B-estradiol (E2) es el estrogeno fisioldgico mas potente y resulta importante para diversos
tejidos blanco, incluidos el tejido mamario, el aparato reproductor, el sistema cardiovascular y el tejido
dseo. En ausencia de ligando, los ER se localizan principalmente en el citosol y, tras unirse al estrégeno,
se translocan al ndcleo donde actian como factores de transcripcion que modulan genes implicados en

proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular (Riggs & Hartmann, 2003).

Cuando la sefializacién del ER se desregula pueden aparecer patologias como el CM, en el que
alrededor del 70% de los carcinomas expresan este receptor. En estos tumores, el estrégeno favorece el
crecimiento maligno al promover una proliferacion excesiva y alterar los mecanismos de reparacién del
ADN, generando mutaciones que impulsan la progresidon tumoral (Yersal & Barutca, 2014). Ademas, se
ha descrito que el estrogeno puede inducir reordenamientos gendmicos, lo que respalda su

participacién tanto en la iniciacion como en la progresion del cancer (Yasuda et al, 2017).

Para el tratamiento de carcinomas ER-dependientes se han desarrollado terapias dirigidas,
como los moduladores (SERMs) y los degradadores selectivos del ER (SERDs), que bloquean la
sefializacion mediada por ER y reducen la proliferacion tumoral. El elacestrant, un SERD aprobado
recientemente, ha mostrado eficacia en CM avanzado con mutaciones en ESR1, superando en algunos
casos la resistencia a terapias hormonales estandar, y refuerza la relevancia de la caracterizacién
molecular del tumor para optimizar la elecciéon terapéutica y disminuir el riesgo de recurrencia en

pacientes con CM ER* (Bidard et al, 2022).

13



Introduccion

Receptores de progesterona

Los PR, principalmente las isoformas A (PRA) y B (PRB), cumplen un rol clave en la regulacién de la
proliferacidn, la diferenciacién y la homeostasis de diversos tejidos, incluida la gldndula mamaria. Ambas
isoformas se transcriben a partir del mismo gen, PGR, mediante dos sitios de inicio de transcripciéon
distintos y se unen a elementos de respuesta a progesterona (PRE) en el ADN para modular la
transcripcién génica en presencia de la hormona (Brisken, 2002). Las isoformas, aunque
estructuralmente relacionadas, difieren funcionalmente: PRB suele comportarse como un activador
transcripcional completo, mientras que PRA puede inhibir la actividad de PRB y de otros receptores

esteroideos, confiriendo especificidad segun el contexto tisular y hormonal (Aupperlee et al, 2005).

PRB posee una extension de 164 aminodcidos adicionales en el extremo N-terminal respecto de
PRA, lo que contribuye a sus diferencias en capacidad transcripcional y en la regulacién de procesos

celulares (Giulianelli et al, 2021). La organizacion modular de las isoformas PRA y PRB se resume en la

Figurai-3.
1 165 933
NH,— N Domain L DBD LHJ LBD —COOH PRB
AF-3 AF-1 AF-2
NH,— N Domain | DBD LHJ LBD —COOH PRA

AF-1 AF-2

Figura i-3. Estructura de las isoformas PRA y PRB del receptor de progesterona, mostrando sus dominios
funcionales (dominio amino-terminal, dominio de unién al ADN [DBD], region bisagra [H] y dominio de
union al ligando [LBD]) y los sitios de activacion transcripcional (AF-1, AF-2, AF-3). Adaptado de (Chen et
al, 2017).

En el tejido mamario, los PR son necesarios para la proliferacion y el desarrollo glandular en
respuesta a estimulos hormonales del ciclo reproductivo y la pubertad. Su actividad depende de la
interaccion con coactivadores como CBP/p300 y SRA, que potencian la transcripcion de genes
implicados en la proliferacion celular y la diferenciacion (Giulianelli et al, 2021; Waddell et al, 2021). En
el contexto de CM, las alteraciones en la expresidn relativa de PRA y PRB, o la sobreexpresion de PRB,
pueden favorecer la proliferacién y la supervivencia tumoral, lo que destaca a los PR como posibles

blancos terapéuticos en subgrupos de tumores luminales (Giulianelli et al, 2021).
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Antiprogestagenos

Los antiprogestagenos son compuestos que inhiben la accién de la progesterona al unirse al PR y
modular la activacién del receptor, su dimerizacidon o su unién a secuencias especificas en el ADN
(Guiochon-Mantel et al, 1994). Su mecanismo de accién sustenta su uso tanto en control reproductivo

como en terapias oncoldgicas, incluido el CM y el cdncer de endometrio (Gellersen & Brosens, 2014).

Algunos antiprogestagenos presentan sélo actividad antagonista (ej. Lonaprisan) y otros
denominados SPRMs (del inglés Selective Progesterone Receptor Modulators) pueden actuar tanto como
agonistas o antagonistas segln el contexto, por ej. mifepristona y acetato de telapristona; (Colucci &
Ortlund, 2013)

En CM, la mifepristona (RU-486) es un SPRM que ha mostrado efectos antitumorales en modelos
preclinicos y en estudios clinicos (Giulianelli et al, 2013; Lanari & Molinolo, 2002). Otros compuestos,
como el acetato de ulipristal y el acetato de telapristona (J867), también se han evaluado por su
capacidad para reducir la proliferaciéon en tumores hormono-dependientes, apoyando el potencial de la

via de PR como blanco terapéutico en subgrupos de CM (Giulianelli et al, 2021).

Ademas, algunos antiprogestagenos pueden modular también la sefalizacion mediada por ER y
AR, y alterar la expresiéon de genes regulados por estréogenos y andrdgenos, lo que pone de relieve la
complejidad de la interrelacion entre las vias hormonales que pueden impactar tanto en el ciclo

menstrual como en la carcinogénesis (Jacobsen & Horwitz, 2012; Singhal et al, 2018).

Receptores de andrégenos

Los AR son factores de transcripcion activados por andrégenos como la testosterona y la
dihidrotestosterona (DHT), y regulan el crecimiento y la diferenciacidon de multiples tejidos dependientes
de hormonas. El AR estd codificado por el gen AR, compuesto por ocho exones, y genera varias
isoformas por splicing alternativo, incluidas variantes truncadas como AR-V7 con actividad constitutiva
independiente de ligando, implicadas en la resistencia a terapias hormonales en cédncer de prdstata

avanzado (Figura i-4) (Watson et al, 2015).
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Figura i-4. Esquema de variantes de splicing de AR, mostrando la organizacion de exones en el gen

(arriba) y las principales isoformas generadas por splicing alternativo, con sus respectivos dominios

funcionales (NTD, DBD, region bisagra y LBD). Adaptado de (Lallous et al, 2013).

El AR se une a elementos de respuesta a andrégenos en el ADN para activar o reprimir genes

relacionados con proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Su actividad se modula mediante

coactivadores como CBP/p300 y corepresores, y se ve influida por otros receptores esteroideos; en

células mamarias, en particular, interacciona con ER y PR para mantener la homeostasis celular (Waddell

et al, 2021). En la glandula mamaria, la expresién de AR puede limitar la proliferacién excesiva inducida

por estréogenos, lo que sugiere una funcion protectora en ciertos contextos (Giovannelli et al, 2018).
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En el cdncer de prdstata, el AR es central para la progresién tumoral y la aparicién de resistencia
a la castracién; las isoformas truncadas que carecen del dominio de unién a andrégenos pero conservan
la capacidad transcripcional contribuyen a mantener la sefalizacidn en ausencia de andrégenos
circulantes (Watson et al, 2015). En el CM, en cambio, el impacto del AR depende del subtipo: en
algunos tumores triple negativos (TNBC) su expresidn se asocia a valor prondstico y como posible blanco
terapéutico (Michmerhuizen et al, 2020; Ravaioli et al, 2022). Tanto en CM como en cancer de prdstata,
la inhibicién del AR ha mostrado resultados variables y las variantes constitutivas AR-V se perfilan como
blancos prometedores para superar la resistencia a las terapias actuales (Dai & Ellisen, 2023; Watson et

al, 2015).

Antiandrégenos

Los antiandrégenos bloquean los efectos de los andrégenos al impedir que se unan a sus receptores o al
inhibir la 5a-reductasa que convierte testosterona en DHT. Ejemplos de los primeros incluyen la
flutamida, enzalutamida, apalutamida y darolutamida, frecuentemente utilizados para el tratamiento de
cancer de prdstata (Campodonico et al, 2024).

En CM, el rol de los agonistas y antagonistas de AR aln esta en estudio. En la clinica, algunos
ensayos en fase Il y lll con antiandrégenos como enzalutamida o bicalutamida, solos o en combinacién
con otros agentes, sugieren beneficio en subgrupos seleccionados de pacientes con tumores AR*, lo que
justifica seguir explorando estrategias combinadas dirigidas a AR y a otras vias de sefializacién (Ravaioli

et al, 2022).

CANCER DE MAMA

El CM es la neoplasia mas frecuente en mujeres a nivel mundial (Figura i-5) (Bray et al, 2024; Zhang et al,
2025). En Argentina, el CM es la principal causa de muerte por cancer en mujeres. Segiin GLOBOCAN
2022, la incidencia es de 73,2 casos por 100.000 mujeres y representa el 31,8% de todos los canceres
femeninos, mientras que la mortalidad alcanza 17,6 por 100.000) (Figura i-6), lo que pone de relieve la
necesidad de reforzar los programas de tamizaje y asegurar el acceso a tratamientos oportunos y de

calidad, tal como recomienda la IARC (Figura i-6) (Bray et al, 2024).
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Figura i-5. Incidencia y mortalidad global por cdncer en 2022. Arriba: ranking de los tumores mds
frecuentes en ambos sexos segun numero de casos nuevos y fallecimientos, junto con las tasas

estandarizadas por edad, cada 100.000 habitantes. Abajo: mapa mundial de mortalidad por cdncer de
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mama en mujeres, con tasas de mortalidad estandarizadas por edad, cada 100.000 en cada pais.

Adaptado de (Bray et al, 2024).
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Rank Cancer site Number of cases Percent
Pancreas A 72
1st @ Breast 21631 31.6% Ovary -
2nd Colorectum 7230 10.6% Stornach - 50
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Figura i-6: Distribucion de los principales cdnceres en mujeres en Argentina en 2022. Proporcion de casos
nuevos por localizacion tumoral y numero absoluto de casos para los 15 tumores mds frecuentes
(izquierda) y tasas estandarizadas de incidencia y mortalidad por 100.000 mujeres (derecha). Adaptado

de (Bray et al, 2024).

Factores de riesgo para el CM
El CM es una enfermedad multifactorial cuya etiologia esta influenciada por factores genéticos,
hormonales, ambientales y de estilo de vida. Identificar estos determinantes de riesgo es fundamental

para disefiar estrategias de prevencién y de detecciéon temprana.

Factores genéticos
e Mutaciones en BRCA1 y BRCA2: incrementan el riesgo de CM hasta alrededor de un 80% en
mujeres portadoras (Kuchenbaecker et al, 2017).
e Historia familiar: tener familiares de primer grado con CM aumenta de forma significativa el

riesgo (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast, 2001).
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Factores hormonales y metabdlicos
e Exposicidn a estrégenos: menarca temprana, menopausia tardia, uso prolongado de terapia de
reemplazo hormonal y de anticonceptivos orales se asocian con mayor riesgo (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast, 2012).
e Obesidad y sedentarismo: especialmente en mujeres posmenopausicas, por el aumento de la

sintesis periférica de estrégenos en el tejido adiposo (Lauby-Secretan et al, 2016).

Factores ambientales
e Radiacidén ionizante en la infancia o adolescencia, en particular en el contexto de tratamientos
oncoldgicos previos (Inskip et al, 2009).

e Exposicidn a determinados carcinégenos ambientales y ocupacionales (Brody & Rudel, 2003).

Estilo de vida
e Consumo de alcohol (Bagnardi et al, 2015).
e Tabaquismo, para el cual la evidencia es menos consistente, pero varios estudios sugieren un

incremento moderado del riesgo (Jones et al, 2017; Macacu et al, 2015).

Otros factores
e Edad: la incidencia aumenta de forma marcada después de los 50 afios (Colditz & Bohlke, 2014).
e Historia reproductiva: nuliparidad o primer embarazo a edad avanzada se asocian con mayor

riesgo (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast, 2012).

La interaccion entre estos factores genéticos, hormonales y ambientales resalta la importancia de
una evaluacién integral del riesgo individual y de programas de educacion y concientizacion dirigidos,

especialmente en poblaciones de alto riesgo (Colditz & Bohlke, 2014).

CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE MAMA
La clasificaciéon de los tumores de mama es fundamental para el diagnédstico, el tratamiento y el
prondstico. En la practica clinica se emplean principalmente criterios histolégicos, moleculares y de
estadio clinico.
1. Clasificacion Histolégica

e Carcinoma de mama invasivo de tipo no especial (NST): es el subtipo mas frecuente, representa

alrededor del 70-80% de los casos y se origina en el epitelio de la unidad ductolobulillar
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terminal, con potencial de diseminarse a tejidos adyacentes (Tan et al, 2020).

Carcinoma lobulillar invasivo (CLI): surge de los lobulillos mamarios, presenta rasgos histolégicos
distintivos y representa aproximadamente el 10—-15% de los carcinomas invasivos (Arpino et al,
2004).

Tumores especiales: incluyen subtipos menos frecuentes como los carcinomas medulares,

mucinosos y papilares, entre otros (Slepicka et al, 2021).

2. Clasificacion Molecular (PAM50)

La clasificacion PAM50 es una prueba molecular que divide el CM en cinco subtipos intrinsecos (Luminal

A, Luminal B, HER2 enriquecido (HER2*), Basal y Normal) basandose en la expresion de 50 genes, y se

observd que correlaciona mayoritariamente con la expresién de receptores hormonales, HER2 y Ki-67,

como se detalla a continuacion.

Luminal A: ER*, PR*, HER2, Ki-67°3°; tumores menos agresivos, con mejor prondstico, que suelen
responder bien a la terapia hormonal (tamoxifeno, inhibidores de aromatasa). Representan
~40-55% de los CM (Parker et al, 2009).

Luminal B: ER*, PR*, HER27*, Ki-67"°. Tienen prondstico intermedio, y los casos HER2* suelen
ser mas agresivos; suelen requerir combinacién de terapia hormonal y quimioterapia.
Constituyen ~15—20% de los casos (Parker et al, 2009).

HER2*: ER’, PR, HER2*; se asocian con mayor agresividad y riesgo de recurrencia, pero se
benefician de terapias dirigidas anti-HER2 como trastuzumab y otros inhibidores de HER2.
Aproximadamente 15-20% de los CM son HER2* (Parker et al, 2009).

Tipo Basal/TNBC: ER, PR, HER2’; tienen peor prondstico, las opciones terapéuticas son mas
limitadas, basadas principalmente en quimioterapia, aunque en algunos casos los inhibidores de

PARP son eficaces. Representan ~15-20% de los CM (Foulkes et al, 2010; Lehmann et al, 2011).

3. Estadificacion del CM

Con el fin de guiar el tratamiento y prondstico se utiliza el sistema TNM que hace referencia al tamafio

tumoral (T), la diseminacion locoregional a ganglios linfaticos (N) y la presencia de metastasis a distancia

(M). A cada componente se le asigna un valor (T1-4, N1-4 y MO0-1) y, segun la combinacion de estos

valores se definen los estadios. Basado en (Amin et al, 2017).

Estadio O: carcinoma in situ.

Estadio I: tumores pequefios sin compromiso ganglionar.
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e Estadios II-lll: tumores pequefios con compromiso ganglionar o tumores mas grandes con o sin

ganglios linfaticos regionales positivos. No presentan metastasis a distancia.

e Estadio IV: cualquier tamafio tumoral y compromiso ganglionar con presencia de metastasis a

distancia.

TRATAMIENTO SISTEMICO DEL CM

El tratamiento del CM ha evolucionado significativamente en las ultimas décadas, adaptandose a los

diferentes subtipos tumorales y mejorando las tasas de supervivencia. A continuacion, se presentan los

tratamientos aprobados por la Food and Drug Administration para los principales subtipos de CM,

organizados segun su clasificacién hormonal y molecular.

1. CM Luminal (ER?)

e Luminal A:

o Terapia hormonal: tamoxifeno o inhibidores de aromatasa (anastrozol, letrozol,

exemestano), con o sin supresién ovdrica seguin la edad y el riesgo (Burstein et al,
2019).
Quimioterapia: opcional y reservada sobre todo para pacientes con alto riesgo clinico o

gendmico.

e Luminal B:

o

@)

2. CM HER2*

Terapia hormonal similar a Luminal A, pero con mayor frecuencia combinada con
guimioterapia debido a su comportamiento mds agresivo.

Tratamientos dirigidos: inhibidores de CDK4/6 como palbociclib o ribociclib en
combinacion con endocrinoterapia han demostrado mejorar la supervivencia libre de

progresion en enfermedad avanzada (Finn et al, 2016; Hortobagyi et al, 2016).

e Terapias dirigidas anti-HER2, habitualmente asociadas a quimioterapia:

O

Trastuzumab, anticuerpo monoclonal frente a HER2, estandar en enfermedad temprana
y metastasica (Slamon et al, 2001).

Pertuzumab, combinado con trastuzumab y quimioterapia, mejora la supervivencia en
enfermedad avanzada (Swain et al, 2015).

Tucatinib, inhibidor selectivo de la tirosina quinasa de HER2, en combinacidon con

trastuzumab (y capecitabina en muchos esquemas) para enfermedad metastasica,
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incluida compromiso del SNC (Murthy et al, 2020).
3. TNBC (ER/PR/HERZ)

e Quimioterapia: sigue siendo la base del tratamiento, con esquemas que suelen incluir taxanos y
antraciclinas en enfermedad temprana y avanzada (Cortes et al, 2022).

e Inmunoterapia: pembrolizumab combinado con quimioterapia ha mejorado los resultados en
TNBC avanzado o metastasico seleccionado por PD-L1 (Schmid et al, 2020).

e Terapias dirigidas: inhibidores de PARP como olaparib estan indicados en pacientes con
mutaciones germinales en BRCA1/BRCA2 y CM HER2- avanzado, aportando beneficios en

supervivencia libre de progresion (Robson et al, 2017).

PROGRESION TUMORAL: RESISTENCIA, RECIDIVAS Y METASTASIS

La resistencia a las terapias antitumorales puede ser innata o adquirida y suele implicar alteraciones en
vias de sefializacién, cambios en la expresion de genes vinculados al metabolismo de farmacos y en el

microambiente tumoral (de Melo Gagliato et al, 2020; Rexer & Arteaga, 2012).

Las recurrencias son frecuentes incluso tras respuestas terapéuticas iniciales favorables. La
capacidad de algunas células tumorales para resistir el tratamiento, entrar en latencia y luego
reactivarse se ha atribuido en parte a las células madre tumorales, que poseen propiedades de
autorrenovacion y diferenciacion y pueden regenerar el tumor original (Liu & Wicha, 2010; Pece et al,

2010).

Las metdstasis en CM constituyen la principal causa de mortalidad y comprende un proceso
multietapa en el que células del tumor primario adquieren capacidad invasiva, migran y colonizan
Organos distantes como hueso, higado o pulmdn. Este comportamiento depende de interacciones
dindmicas con el microambiente y de cambios en las propiedades del tejido circundante (Oskarsson et

al, 2014; Pece et al, 2010).

Entre los mecanismos moleculares implicados se destacan la regulacién de microARN y la
activacion de vias de seializacion como TGF- y Notch, que promueven la transicion
epitelio-mesenquimal y facilitan la diseminacidn y colonizacién metastdsica (Lamouille et al, 2014;
Pannuti et al, 2010; Pencheva & Tavazoie, 2013). Ademds, la inmunosupresion local del microambiente
tumoral, con remodelacion de poblaciones inmunes efectoras y supresoras, puede favorecer la

supervivencia y expansidn de las células metastasicas (Binnewies et al, 2018).
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MECANISMOS DE RESISTENCIA ENDOCRINA

Estudios clinicos y preclinicos han estimado que alrededor del 30-50% de las pacientes con CM ER*
desarrollan resistencia a la terapia endocrina dirigida a ER, ya sea de novo o adquirida (Kim et al, 2025;

Musgrove & Sutherland, 2009). Entre los mecanismos descriptos mas frecuentes, podemos mencionar:

Alteraciones en receptores hormonales

e Mutaciones en ESR1 generan formas del ER constitutivamente activas que escapan al bloqueo
por SERMs o inhibidores de aromatasa, manteniendo la proliferacion tumoral a pesar del
tratamiento (Jeselsohn et al, 2015). Cambios en la fosforilacion del ER y en su interaccidn con
co-reguladores como p300 o NCoR, asi como la variacidén en sus isoformas, también modifican
su actividad transcripcional (Feng & Meng, 2022; Osborne & Schiff, 2011).

e La pérdida de expresion de PR impide la regulacion cruzada ER/PR y puede favorecer la
activacién de vias como PI3K/AKT, asociandose con fenotipos mas agresivos y heterogeneidad

tumoral (Sathyamoorthy, 2020 (Sathyamoorthy & Lange, 2020).

Activacion de vias alternativas de sefalizacion
e La activacion de vias de factores de crecimiento, en particular PI3K/AKT/mTOR y RAS/MEK/ERK,
permite a las células tumorales proliferar y sobrevivir independientemente de la sefalizacion
mediada por ER, constituyendo un mecanismo central de resistencia endocrina (Bianchini &

Gianni, 2014; Miller et al, 2010).

Células madre tumorales y microambiente
e las células madre tumorales, caracterizadas por quiescencia y resistencia a multiples farmacos,
pueden persistir tras el tratamiento endocrino; su mantenimiento se vincula a la activacién de
vias como Notch y Wnt (Creighton et al, 2009; Liu & Wicha, 2010).
e Componentes del microambiente tumoral, como fibroblastos asociados a carcinomas, matriz
extracelular y citoquinas, modulan la respuesta hormonal y favorecen la aparicion de
subpoblaciones con distinto perfil de receptores, contribuyendo a Ila resistencia

(Diaz Bessone et al, 2019; Yuan et al, 2023).

Alteraciones genéticas, epigenéticas y del metabolismo de farmacos
e Amplificaciones de genes del ciclo celular y cambios epigenéticos, como la metilacion de

promotores de genes supresores de tumores, alteran la regulacién de receptores y vias de
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sefializacion implicadas en la respuesta endocrina (Garcia-Martinez et al, 2021).

e Variantes en enzimas del citocromo P450 (por ejemplo, CYP19A1, CYP2D6) y la sobreexpresion
de transportadores como ABCB1 modifican la biodisponibilidad de SERMs e inhibidores de
aromatasa, generando niveles subterapéuticos y reduciendo la acumulacién intracelular de

farmacos (Dean, 2009; Goetz et al, 2005).

Biomarcadores de resistencia
e Se estdn evaluando perfiles de expresién génica y de microARN como biomarcadores predictivos
de resistencia a terapias hormonales, con el objetivo de personalizar el tratamiento y

seleccionar combinaciones terapéuticas mas eficaces (Pankotai-Bodo et al, 2024).

Si bien se han descripto multiples mecanismos de resistencia enddcrina, la mayoria contempla al ER. En
el laboratorio tenemos evidencias de interaccion entre las vias de FGF2, PR y AR asociadas a resistencia a

antiprogestagenos en CM (ver Antecedentes).

FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS

El FGF2 es una proteina multifuncional implicada en proliferacién, diferenciacidn, angiogénesis y
reparacion tisular, integrante de una familia de al menos 22 factores con funciones clave en el desarrollo
embrionario y la homeostasis tisular (Ornitz & Itoh, 2015; Turner & Grose, 2010). El gen de FGF2,
localizado en el cromosoma 4q26, genera a partir de un Unico ARNm multiples isoformas por traduccion
alternativa, dando lugar a variantes de bajo y alto peso molecular (Figura i-7) (Belov & Mohammadi,

2013; Liao et al, 2009).

Las isoformas de bajo peso molecular (~18 kDa, LMW-FGF2) se localizan principalmente en el
citoplasma y se secretan al espacio extracelular, donde actian de forma autocrina y paracrina sobre
receptores FGFR, promoviendo proliferacion y angiogénesis (Liao et al, 2009; Ornitz & Itoh, 2015). En
cambio, las isoformas de alto peso molecular (22-34 kDa, HMW-FGF2) contienen extensiones
N-terminales con sefiales de localizacién nuclear y se acumulan en el nucleo, donde modulan
principalmente procesos de proliferacion y reparacién tisular (Akl et al, 2016; Belov & Mohammadi,

2013; Liao et al, 2009).

La via candnica se inicia con la union de LMW-FGF2 a FGFR, una familia de cuatro receptores
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tirosina-quinasa (FGFR1-4) cuya dimerizacidn induce la fosforilacién de residuos de tirosina y la
activacién de rutas como RAS/MAPK, PI3K/AKT y PLCy, coordinando proliferacién, supervivencia y
migracion celular. Ademds, proteoglicanos de heparan sulfato actlan como co-receptores que
incrementan la afinidad y la especificidad (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013;
Ornitz & Itoh, 2015).

La expresidn de FGF2 esta regulada a nivel transcripcional, postranscripcional y epigenético:
estimulos como la hipoxia, a través de HIF-1a, inducen su transcripcion favoreciendo la angiogénesis,
mientras que modificaciones de histonas y cambios en metilacion de promotores ajustan su expresién
en contextos de oncogénesis y fibrosis (Baran et al, 2025; Conte et al, 2008; Chaudhury et al, 2014;
Turner & Grose, 2010).

FGF -2 mRNA
a (484) 951)
CcUGo CUGI (319)
AUG (486 Stop (951
(36) CUG 2 (346) (486) op OS1)
§ CUG3 (361) ¥
34 kD (human) [ = ]

nuclear

HMW 24 kD (human)

22.5 kD (human)/21 KD (mice)

22 kD (human)/20.5 kD (mice)
LMW  18KD (mice/human) T | oroplasmic

Figura i-7. Esquema de las isoformas de bajo y alto peso molecular de FGF2 en ratdon (mice) y humano
(human), generadas a partir de distintos sitios de inicio de traduccion. Las isoformas LMW -FGF2 (18 kDa)
carecen de extensiones N-terminales con sefiales de localizacion nuclear, mientras que las isoformas
HMW-FGF2 (22-34 kDa, en el humano) poseen secuencias adicionales con sefiales de localizacion
nuclear (rectdngulo gris oscuro) que favorecen su acumulacion en el nucleo. Adaptado de (Liao et al,

2009).
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FGF2 EN CM

El FGF2 y sus receptores han sido ampliamente estudiados en CM debido a su papel en la regulacion de
la proliferacién, la migracidn y la angiogénesis (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013;

Turner & Grose, 2010).

En CM, la activacion de FGFR por FGF2 desencadena vias como RAS/MAPK, PI3K/AKT y PLCy. La
via RAS/MAPK contribuye a la proliferacion y supervivencia de las células tumorales, mientras que
PI3K/AKT es clave para la inhibicidn de la apoptosis y la regulacidn de la migracion celular, facilitando la

invasién y la metastasis (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013).

LMW-FGF2 se localizan principalmente en el espacio extracelular, donde activan FGFR en células
tumorales vecinas y favorecen la angiogénesis y el crecimiento tumoral, mientras que las HMW-FGF2 se
encuentran predominantemente en el ndcleo, donde regulan la transcripcién de genes asociados al ciclo
celular y la supervivencia (Liao et al, 2009). Estudios clinicos y preclinicos indican que una mayor
actividad nuclear de FGF2 se asocia con fenotipos mds agresivos y peor respuesta terapéutica en

distintos contextos tumorales, incluido el CM (Akl et al, 2016).

La sefalizaciéon FGF2/FGFR ha surgido como un blanco terapéutico en CM, especialmente en
subtipos con sobreexpresidn o mutaciones de FGFR1 y FGFR2. Se encuentran en desarrollo inhibidores
de FGFR y anticuerpos monoclonales dirigidos contra FGF2, aunque su eficacia podria depender de la

isoforma predominante de FGF2 y del contexto molecular especifico del tumor (Turner & Grose, 2010)).

ViA DE WNT

La sefalizacion de la via de Wnt es una de las vias mas conservadas evolutivamente y regula procesos
clave como el desarrollo embrionario, la proliferacién, la autorrenovacién y la diferenciacién celular. Los
primeros genes implicados se describieron en la década de 1980, cuando se identificé wingless como
regulador de la polaridad segmentaria en Drosophila y, posteriormente, el oncogén Int-1 en tumores
mamarios inducidos viralmente, que resulté ser el homdlogo mamifero de wg, estableciendo el primer

vinculo entre una via de desarrollo y el cancer (Nusse & Clevers, 2017).

Los ligandos WNT son proteinas secretadas, con 19 miembros descritos en mamiferos, que
actian de forma autocrina y paracrina y requieren modificaciones lipidicas, como la palmitoleacién

mediada por Porcupine, para su correcta secrecidon y actividad (Nusse & Clevers, 2017; Steinhart &
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Angers, 2018). La unidn de estos ligandos a receptores Frizzled y co-receptores como LRP5/6 activa la via
canodnica, estabiliza B-catenina y permite su acumulacién citoplasmatica y nuclear, donde se asocia con
factores de transcripcién TCF/LEF para regular genes implicados en proliferacion y diferenciacién (Nusse

& Clevers, 2017).

La via Wnt se modula mediante mecanismos de retroalimentacion que incluyen moduladores
positivos como las R-spondinas, antagonistas extracelulares y genes blanco que limitan la intensidad y la
duracion de la senal. Estos genes regulados por Wnt controlan proliferacién, migracién, apoptosis y
diferenciacién, procesos esenciales para la organogénesis embrionaria y la regeneracién tisular en la

vida adulta (Steinhart & Angers, 2018).

En condiciones fisioldgicas, Wnt es central para el mantenimiento de células madre y la
regulacién de la diferenciacién, especialmente en tejidos con alta capacidad regenerativa como el
epitelio intestinal y el sistema hematopoyético, donde preserva el equilibrio entre células madre y
diferenciadas vy, con ello, la arquitectura tisular (Nusse & Clevers, 2017). Esta funcion se mantiene a lo
largo de la vida, permitiendo la reparacidn tras lesiones y la homeostasis de érganos con recambio
celular continuo. La glandula mamaria también se la considera un drgano que transita procesos de

reestructuracién tisular durante el desarrollo, lactancia e involucidn (Steinhart & Angers, 2018).

Alteraciones en componentes de la via Wnt pueden originar sefializacidn aberrante asociada con
cancer y enfermedades degenerativas; mutaciones en ligandos, receptores, co-receptores o elementos
intracelulares como B-catenina pueden activar constitutivamente la via, favoreciendo proliferacion
desregulada, resistencia a la apoptosis y progresion tumoral (Nusse & Clevers, 2017; Zhan et al, 2017). El
conocimiento de estas alteraciones ha impulsado el desarrollo de terapias dirigidas que buscan modular
puntos especificos de la via Wnt para controlar la proliferacion maligna sin comprometer en exceso sus

funciones fisioldgicas de regeneracion tisular (Zhan et al, 2017).

ViA CANONICA Y NO CANONICA DE WNT

Via Candnica de Wnt

La via candnica de Wnt regula la proliferacion, diferenciacion y maduracién celular y se activa por
ligandos de la familia WNT1, entre ellos WNT2, WNT3, WNT3a y WNT8a, asi como por otros ligandos
como WNT4 y WNT6 que también pueden sefializar a través de esta via en determinados contextos. Por

su parte, WNT4 y WNT6 pueden activar tanto la via candnica como vias Wnt no candnicas, dependiendo
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del contexto celular y de los receptores/co-receptores expresados (MacDonald et al, 2009; Nusse &

Clevers, 2017).

En ausencia de ligandos WNT, un complejo de destruccién elimina la B-catenina. Este complejo
estd compuesto por las proteinas APC, AXIN, GSK-33, CK1, la ligasa de ubiquitina B-TrCP y la fosfatasa 2A
(PP2A). Mientras que PP2A puede afectar la sefalizacion de Wnt de manera positiva o negativa, CK1
fosforila primero la B-catenina en el residuo Ser45, permitiendo que GSK-3p fosforile los residuos Ser33,
Ser37 y Thrdl, creando asi el sitio de unién para la proteina B-TrCP, que actla como adaptador para

ubiquitinar la B-catenina y permitir su destruccion por el proteasoma (MacDonald et al, 2009).

Por otra parte, cuando WNT se une a los receptores Frizzled y a los co-receptores LRP5/6, la
proteina DVL se recluta a la membrana y promueve la fosforilacion de las colas citoplasmaticas de
LRP5/6, lo que permite el reclutamiento de AXIN a la membrana y la desorganizacion del complejo de
destruccién, estabilizando asi a B-catenina (MacDonald et al, 2009). La B-catenina acumulada se
transloca al nucleo, donde actia como co-activador transcripcional uniéndose a factores TCF/LEF para
activar la transcripcién de genes blanco. En ausencia de PB-catenina, TCF/LEF se asocian con
TLE/Groucho, que recluta HDACs y mantiene la represidn transcripcional, mientras que la unién de
B-catenina desplaza a TLE/Groucho y favorece el ensamblaje de complejos activadores con
co-reguladores como CBP/p300, Pygo, BCL9 y BRG1 (MacDonald et al, 2009; Nusse & Clevers, 2017).

Una representacién esquemadtica de la via se muestra en la Figura i-8.

29



Introduccion

/A WNT ON WNT OFF =D\

ER ' ER

LRP5/6
e TITN 990000000000,
[ooeesetcoBoscessesss e

TCF/
LEF
DOABZAD I DAV

Wnt target genes Whnt target genes Proteasome

Figura i-8. Representacion esquemdtica de la via candnica de sefializacion Wnt en estado activado
(“WNT ON”) e inactivado (“WNT OFF”), mostrando los principales componentes, la funcion de los
receptores Frizzled y LRP5/6, y el destino de la 6-catenina en cada condicion. Adaptado de (Groenewald

et al, 2023).

Via No Candnica de Wnt
La via no candnica de Wnt agrupa rutas de sefializacién independientes de la acumulacion de B-catenina
y se organiza en dos grandes ramas: la via de polaridad celular plana (Wnt/PCP) y la via Wnt/Ca?*. En
conjunto, regulan la polaridad, la migracién y la organizacion espacial de las células durante la
morfogénesis y la regeneracion tisular, ademas de modular la respuesta inmune (Nusse & Clevers, 2017;
Steinhart & Angers, 2018).

En la via Wnt/PCP, ligandos como WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT7A y WNT11 se unen a
receptores Frizzled y a correceptores no clasicos (ROR, RYK, PTK7, CELSR), activando DVL y una cascada
de pequefias GTPasas, entre ellas RHOA y RAC1. Estas vias coordinan la dindmica de actina y miosina,

controlando la orientacion celular, la migracion y la capacidad de invasion, mientras que la activacion de
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quinasas como JNK regula factores de transcripcion como c-JUN e integra las seiales de polaridad con

cambios en la expresidn génica (Figura i-9) (Simons & Mlodzik, 2008; Steinhart & Angers, 2018).

La via de Wnt/Ca?* se activa tipicamente por ligandos como WNT5A, que al unirse a receptores
Frizzled, estimulan proteinas G heterotriméricas y fosfolipasa C, generando IPs y DAG, lo que
desencadena la liberacion de Ca?* desde el reticulo endopldsmico y la entrada adicional de Ca?* desde el
exterior celular (Kohn & Moon, 2005). El aumento de Ca?* citosdlico activa efectores como PKC,
calcineurina y CaMKIl, que regulan factores de transcripcion como NFAT y pueden modular
negativamente la via candnica al interferir con el complejo B-catenina/TCF, contribuyendo asi al control
de polaridad, migracion y decisiones de destino celular, y ajustando el equilibrio con la sefializacién Wnt

dependiente de B-catenina (Kohn & Moon, 2005; Nusse & Clevers, 2017; Steinhart & Angers, 2018).

PTK7, MUSK, ROR1/2, RYK,
or Syndecan and Glypican
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Figura i-9. Esquema de la via de Wnt/PCP y su conexion con la polimerizacion de actina y la regulacion

v

de la expresion génica, detallando los principales efectores (DVL, DAAM, RHOA, RACI1, JNK) y rutas

involucradas en la remodelacion del citoesqueleto y la activacion de c-Jun. Adaptado de (Qin et al, 2024).
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WNT EN CM Y OTROS TIPOS DE CANCER

La via de sefializacién Wnt regula diferenciacién, proliferacién y supervivencia celular, y su desregulacion
se ha vinculado a multiples canceres, incluido el de mama. En el desarrollo normal de la glandula
mamaria, esta sefializacién esta finamente controlada, pero en CM alteraciones en componentes clave,
como B-catenina o reguladores de su degradacién, conducen a una activacion aberrante que favorece la
tumorigénesis y la diseminacion metastasica; en particular, la activacion positiva de Wnt/B-catenina se

asocia con subtipos agresivos como el TNBC (Zhan et al, 2017).

Ademas del CM, la via de Wnt participa en cdnceres colorrectal, de higado y de pulmén, donde
la sefalizacidon desregulada contribuye al crecimiento descontrolado, la invasion y la resistencia a la
apoptosis (Zhan et al, 2017). En cancer colorrectal, mutaciones en APC alteran el complejo de
destruccién de B-catenina, favoreciendo su acumulacién nuclear y la activacion de genes blanco que

impulsan la progresion tumoral (Fodde & Brabletz, 2007).

Se ha establecido que mutaciones en la via candnica de Wnt desempefian un papel central en
distintos tumores, lo que obliga a definir qué canceres estan impulsados por la activacion de Wnt y en
gué nivel se localizan las alteraciones para disefar terapias efectivas. Algunos tumores presentan
mutaciones a nivel de receptor, como RNF43 o fusiones de RSPO, que aumentan la sensibilidad a
ligandos Wnt y mantienen dependencia de sefiales exdgenas (mutaciones dependientes de ligando),
mientras que otros muestran mutaciones en componentes citoplasmaticos como APC o CTNNB1 que

confieren una activacion constitutiva de la via incluso en ausencia de ligando (Zhan et al, 2017).

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DIRIGIDAS A LA VIiA DE WNT

Las terapias dirigidas a ligandos y receptores de Wnt exploran el potencial terapéutico de bloquear
etapas tempranas de la via, especialmente en cancer. Las estrategias principales se basan en neutralizar
ligandos WNT o impedir su unién a FZD mediante proteinas de fusidén “receptores sefiuelo”, anticuerpos
monoclonales o pequefias moléculas. Ipafricept (OMP-54F28), una proteina de fusidon que contiene el
dominio extracelular de FZD8 unido a 1gG1, actla como sefiuelo para multiples ligandos WNT y ha
demostrado reducir el crecimiento tumoral y la frecuencia de células iniciadoras de tumor en modelos
preclinicos y en un ensayo fase | en tumores sélidos avanzados (Jimeno et al, 2017; Jung & Park, 2020;

Le et al, 2015).

Los inhibidores de Porcupine constituyen otra clase prometedora, ya que esta aciltransferasa es
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esencial para la palmitoilacién y secrecidon de ligandos WNT. Al bloquear PORCN, compuestos como
LGK-974 impiden la liberacidon de ligandos funcionales y, en consecuencia, bloquean el inicio de la
sefializacion de Wnt. Se ha mostrado una inhibicion potente de la via y efectos antitumorales en
modelos de tumores Wnt-dependientes, en ensayos fase | en tumores sélidos avanzados (Liu et al, 2013;

Rodon et al, 2021).

En neoplasias con activacion de [B-catenina, una estrategia es perturbar su funcion como
coactivador nuclear en lugar de bloquear completamente la via. Moléculas pequefias como ICG-001 y su
derivado clinico PRI-724 inhiben de forma selectiva la interaccidon entre B-catenina y el coactivador CBP,
desplazando la sefializacién hacia p300 y favoreciendo programas de diferenciacion mas que de
proliferacién y autorrenovacion; PRI-724 ha mostrado factibilidad clinica y reduccién de expresion de
genes blanco de B-catenina en estudios fase I/ll en tumores sélidos y patologias hepaticas (Kimura et al,

2022; Zhan et al, 2017).

Otra aproximacion consiste en modular el complejo de destruccidon de B-catenina, formado por
AXIN, APC, GSK-3pB y otras proteinas que regulan su degradacién. Inhibidores de tankirasa como XAV939
y GO007-LK estabilizan AXIN, potencian la degradacion de B-catenina y han mostrado una inhibicién
significativa de la sefializacién Wnt y del crecimiento tumoral en modelos preclinicos, al reducir la

acumulacién citoplasmatica y la translocacion nuclear de f-catenina (Huang et al, 2009; Lau et al, 2013).

Estas intervenciones ilustran cdmo es posible modular la transcripcién mediada por B-catenina o
su estabilidad sin bloquear por completo las funciones fisiolégicas de la via Wnt. No obstante, la
traduccidn clinica sigue siendo un reto debido a la naturaleza multifuncional de Wnt y a su papel en la
homeostasis tisular, lo que ha impulsado el desarrollo de estrategias mas selectivas como PROTACsS,
conjugados anticuerpo-farmaco y oligonucleétidos antisentido para degradar o modular de manera
dirigida ligandos WNT, receptores o la propia B-catenina y ampliar asi las posibilidades terapéuticas en

distintos canceres (Jung & Park, 2020; Zhan et al, 2017).

INTERRELACION ENTRE LAS ViAS DE WNT Y OTRAS ViAS

En CM, las interacciones entre la sefializacion de Wnt con otras vias, como los receptores

hormonales (ER, AR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el eje PI3K/AKT/mTOR,
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son especialmente relevantes y modulan proliferacién, invasion, supervivencia y resistencia terapéutica

en distintos subtipos tumorales.

Crosstalk entre Wnt y ER

En tumores ER*, se ha descrito un crosstalk funcional entre Wnt/B-catenina y el ER, donde B-catenina
puede actuar como coactivador de receptores esteroideos y compartir coactivadores como CBP/p300,
modulando la transcripcion de genes proliferativos y de supervivencia (Chen et al, 2022; MacDonald et
al, 2009; Valenta et al, 2012). Esta cooperacion contribuye al crecimiento tumoral y a la resistencia a la
apoptosis en CM ER*, y se ha vinculado a cambios en la actividad de CBP/p300, en la expresidn de genes

blanco de ER y en la regulacion de ESR1 (Nusse & Clevers, 2017; Zhan et al, 2017).

Crosstalk entre Wnt y AR

La via de Wnt/B-catenina también interactia con AR, favoreciendo la acumulacidon nuclear de
B-catenina y la formacién de complejos con AR que actian como coactivadores transcripcionales de
genes regulados por andrégenos (Valenta et al, 2012; Wan et al, 2012). En tumores de mama con
expresion de AR, este crosstalk puede potenciar programas de proliferacion y supervivencia, asociarse
con fenotipos mas agresivos y contribuir a la resistencia a terapias hormonales (Abreu de Oliveira et al,

2022; Zhan et al, 2017).

Existe, ademds, una regulacion reciproca: AR puede modular la via de Wnt mediante la
regulacion de DKK1, un antagonista secretado de Wnt, lo que sugiere que AR puede atenuar la
sefializacion de la via en ciertos contextos (Hall et al, 2005). La alteracion del equilibrio entre AR,
B-catenina y reguladores como DKK1 puede favorecer niveles elevados de B-catenina nuclear y una
sefializacion Wnt sostenida, asocidndose con progresién tumoral y variabilidad en la respuesta a

terapias dirigidas en distintos subtipos de CM (Abreu de Oliveira et al, 2022; Zhan et al, 2017).

Desde el punto de vista terapéutico, la comprensidn de estos crosstalks ha impulsado el estudio
de combinaciones de inhibidores de Wnt y antagonistas de AR en tumores AR*, con datos preclinicos
qgue indican que la inhibicidn simultdanea de AR y B-catenina reduce el crecimiento tumoral y la
sefializacion de ambos ejes (Lee et al, 2013; Luo et al, 2020). Algunos trabajos muestran que bloquear
Whnt/B-catenina aumenta la sensibilidad a inhibidores de AR y ayuda a superar resistencias adquiridas,

apoyando estrategias combinadas dirigidas a multiples vias (Atawia et al, 2023; Hou et al, 2024).
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Crosstalk entre Wnt y EGFR y PI3K/AKT/mTOR

En los subtipos TNBC, la interaccién entre la via de Wnt y EGFR es particularmente relevante: EGFR,
frecuentemente sobreexpresado en estos tumores, puede activar B-catenina a través de la activacién de
las vias de PI3K/AKT y RAS/RAF/MEK/ERK, inhibiendo GSK-3p, evitando la degradacién de B-catenina y
favoreciendo su translocacion nuclear y actividad transcripcional (He et al, 2021; Merikhian et al, 2021;
Perry et al, 2011; Pohl et al, 2017). Esto se traduce en mayor proliferacidn, invasidn, activacion de
programas de transicién epitelio-mesenquimal y metdstasis, contribuyendo a la agresividad y falta de
respuesta terapéutica caracteristica del TNBC (Abreu de Oliveira et al, 2022; Merikhian et al, 2021;
Rodgers et al, 2023).
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ANTECEDENTES

Isoformas de PR y resistencia endocrina

Las isoformas de PR y su relacidn con la resistencia endocrina se han estudiado tanto en modelos
murinos como en lineas celulares humanas. En el modelo murino de carcinogénesis mamaria inducido
por acetato de medroxiprogesterona, los tumores expresan ER y PR y transitan por distintos estadios de
progresion; algunas variantes son sensibles a antiprogestagenos y otras son resistentes (Lanari et al,
2009). En ensayos previos de nuestro laboratorio demostramos que las primeras expresan una mayor
proporcidon de isoforma A de PR respecto de PRB, mientras que las segundas presentan la proporcién

inversa (Wargon et al, 2015).

A partir de la linea celular humana T47D, el grupo de la Dra. Horwitz generd variantes que
expresan exclusivamente la isoforma A o B de PR, denominadas T47D-YA y T47D-YB, respectivamente, y
demostrd que las T47D-YA son sensibles, mientras que las T47D-YB son resistentes al tratamiento con
antiestrégenos como tamoxifeno (Jacobsen et al, 2002; Sartorius et al, 2003). Posteriormente, nuestro
laboratorio demostré que las T47D-YA son sensibles y las T47D-YB resistentes al tratamiento con

antiprogestagenos (Wargon et al, 2015).

Por otra parte, en 2017 publicamos un trabajo (Rojas et al, 2017), en el que utilizamos muestras
de pacientes con CM categorizadas segun su perfil de isoformas de PR, y demostramos que los tumores
mamarios humanos con mayor proporcién de isoforma B de PR (PRB-H) presentan un mayor indice de
proliferacion (Ki-67) y un menor porcentaje de PR total que los tumores PRA-H que presentan la relacion
inversa (Figura a-1 A-B). Asimismo, los tumores PRB-H se asociaron con un patrén de expresion génica

luminal By los tumores PRA-H se asociaron con el subtipo luminal A.
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Figura a-1 A-B. Expresion de Ki-67 y PR en carcinomas mamarios luminales clasificados segtn el perfil de
isoformas de PR. (A) Imdgenes representativas de inmunohistoquimica para Ki-67 y PR en tumores PRA-H
y PRB-H. (B) Porcentaje de pacientes con Ki-67>14 % (izquierda; p=0,0004) o con PR total>50 %
(derecha; p=0,0006) en los subgrupos PRA-H y PRB-H (n indicado en cada barra); las barras muestran la
proporcion de casos positivos. Andlisis estadistico: Fisher. Adaptado de (Rojas et al, 2017). PRA-H/PRB-H:

tumor mamario con mayor expresion de PRA o PRB, respectivamente.

Isoformas de FGF2 y progresion tumoral

Recientemente demostramos que variantes resistentes endocrinas, tanto en un modelo murino como en
xenotransplantes de T47D-YB, expresan mayores niveles de las HMW-FGF2 en el nucleo del parénquima
tumoral que los tumores sensibles (Sahores et al, 2018).

Con el objetivo de determinar la participacion de estas isoformas de alto peso en la progresion tumoral,
se generaron variantes celulares a partir de las lineas sensibles endocrinas T47D, infectadas con un
plasmido control (V) o con plasmidos de sobrexpresion de la isoforma de 18 kDa de FGF2 (T47D-LMW) o
de 22 kDa (T47D-HMW) (Figura a-2 A). Demostramos que tanto la sobreexpresion de HMW-FGF2 como
LMW-FGF2 indujo resistencia al tratamiento con antiprogestagenos en ambos modelos experimentales
tanto in vitro (Figura a-2 B) como in vivo (Figura a-2 C) donde ademas observamos un aumento en el
numero de metastasis pulmonares (Tesis Dra. Figueroa). Estos mismos ensayos se replicaron en el

modelo sensible T47D-YA y se obtuvieron resultados similares (Sahores et al, 2018).
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Figura a-2 A-C. El modelo T47D que sobreexpresa LMW-FGF2 o HMW-FGF2 son resistentes a
mifepristona (MFP). (A) Expresion de FGF2 por Wb en extractos celulares totales de T47D-V, T47D-LMW y
T47D-HMW: B-tubulina como control de carga. (B) indice de proliferacién celular in vitro de T47D-V, -
LMW y -HMW tratadas o no con mifepristona (MFP; 1077 M) durante 6 dias. (C) Crecimiento tumoral in
vivo en ratones inmunodeficientes tratados con o sin MFP (pellet 6 mg, sc); T47D-V (izquierda), T47D-
LMW (centro) o T47D-HMW (derecha). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. control. T47D-V: T47D
transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-LMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso
molecular (18 kDa); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).

Adaptado de Tesis Dra. Figueroa.

Isoformas de FGF2, regulacion de la expresion de receptores hormonales y desregulacién de vias

Las evidencias experimentales indican que las HMW-FGF2 favorecen la progresién tumoral en distintos
modelos experimentales de CM humano (Sahores et al, 2018). Por lo tanto, para dilucidar los
mecanismos involucrados en estos procesos, se realizaron ensayos de ARNseq. El andlisis de los

resultados (colaboracion con el Dr. Martin Abba, Universidad Nacional de La Plata) reveld 1146
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transcriptos diferencialmente expresados entre la linea T47D-YA-V (pldasmido vacio) y T47D-YA-22,5
(sobreexpresa la isoforma de 22,5 kDa de FGF2). Agrupamos los genes desregulados de acuerdo con las
vias que pudieran estar afectadas. Como se observa en la Figura a-3 A, dentro de las vias mas
desreguladas se encuentran las vias de sefializacion de cadherina y Wnt, asi como también varias vias
asociadas a resistencia, metabolismo de xenobidticos y tamoxifeno. Si bien muchas de estas vias y los
genes desregulados, resultan interesantes para estudiar los mecanismos implicados tanto en la
resistencia como en la diseminacién metastdsica, en este trabajo de tesis profundizamos en la asociacién
entre la via de Wnt y las vias de receptores hormonales. Como se menciond en la Introduccion, la
desregulacion de la via de Wnt estd implicada en la progresién tumoral del CM [revisado en (Nusse &
Clevers, 2017). En la Figura a-3 B se observa una seleccién de genes desregulados y el grado de
desregulacidn en la linea celular T47D-YA-22,5 respecto de la linea celular T47D-YA-V para la via de Wnt.
Cabe destacar que se encontré aumentada la expresién de WNT6, WNT3A y WNT4, asi como también
del receptor FZD4. De manera interesante, observamos que los transcriptos para SP5 y SP6 [factores de
transcripcion pertenecientes a la familia de proteinas SP y regulados por Wnt; (Chen et al, 2006) se
encontraron aumentados en la linea que sobreexpresa HMW-FGF2 respecto de la linea control (Tesis
Dra. Figueroa). Cabe destacar que la linea T47D-YA-LMW también presenté una desregulaciéon en la via

de Wnt respecto a la T47D-YA-V.

A B

|

Via de caderinas

Via de Wnt--l:l Nombre del gen Simbolo | Log2FC

Metabolismo de xenobiéticos - Kringle containing transmembrane protein 1 KREMEN1 [ -1,24
Metabolismo de estrégenos T27D-YA-22 5 Sp5 transcription factor SPS 5,65
! Sp6 transcription factor SP6 2,71

Wingless-type MMTV integration site family member 6 WNT6 2,68
Wingless-type MMTV integration site family member 3A| WNT3A 2,34
Wingless-type MMTV integration site family member 4 WNT4 1,70
Frizzled class receptor 4 FZD4 1,22

Metabolismo de tamoxifeno T47D-YA-V
Via de TGF-p-

Via de NRF2+

L)
L
Glucoronidacién—tl vs

OI2I dlf EIS é 1IO1I21|4

-logyg(p-val ajustado)

Figura a-3 A-B. La sobreexpresion de HMW-FGF2 en T47D-YA induce la desregulacidon de la via de Wnt.
(A) Enriquecimiento de vias bioldgicas alteradas segun ARNseq (—log:e del p ajustado) en T47D-YA-22,5

vs. T47D-YA-V. (B) Genes seleccionados diferencialmente expresados en T47D-YA-22,5 vs. T47D-YA-V (log,
FC), destacdndose los ligandos WNT3A, WNT4 y WNT6 sobreexpresados. T47D-YA-V: T47D-YA
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transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-YA-22,5: linea T47D-YA que sobreexpresa FGF2 de alto

peso molecular (22,5 kDa). Adaptado de Tesis Dra. Figueroa.

Asimismo, el ARNseq también revelé cambios en la expresién de receptores hormonales que
fueron corroborados a nivel de proteina. En la Figura a-4 A-B observamos los resultados con el modelo
T47D en el que la sobreexpresion de LMW-y HMW-FGF2 indujeron una disminucién en los niveles de ER,
y PR. De manera interesante, la sobreexpresion de LMW-FGF2 redujo los niveles de AR mientras que
HMW-FGF2 los incrementé comparado con la expresiéon en la linea T47D-V (Figura a-4 A-B). Lo
destacable es que ambas isoformas de PR se regulan de forma diferencial dando como resultado una
inversion en la proporcion de isoformas de PR, estableciéndose un fenotipo PRB-H tanto para T47D-LMW
como T47D-HMW (Figura a-4 C). Segun lo expuesto en parrafos anteriores, esto se asocia a un fenotipo
resistente a antiprogestagenos. Ademas, la disminucién de ER y PR viene acompafiada por un aumento o
disminucién de AR en T47D-HMW o -LMW, respectivamente, lo que altera también la relacion entre ellos
(Figura a-4 D-E). El aumento en las relaciones AR/ER y AR/PR han sido asociados a la progresion del CM

(Cochrane et al, 2014).

Asimismo, lo interesante es que el promotor de AR posee sitios TCF/LEF que permitirian la unidn
de factores de transcripcion de la familia TCF/LEF interactuando con PB-catenina, de manera que
miembros de la via de Wnt podrian estar regulando la expresién de AR (Yang et al, 2006). El estudio del
mecanismo implicado en esta regulacidon forma parte de los objetivos propuestos para este trabajo de

tesis.
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Figura a-4 A-E. La sobreexpresion de HMW-FGF2 y LMW-FGF2 en T47D altera los niveles de receptores
hormonales, modificando las proporciones PRA/PRB, AR/ER y AR/PR. (A) Wb de PR (isoformas PRA y
PRB), ER y AR en células T47D-V (control, vector vacio), T47D-LMW y T47D-HMW, con GAPDH como
control de carga. (B) Cuantificacion relativa (proteina/GAPDH) de AR, ER y PR correspondiente al Wb
mencionado en A. (C-E) Relacion PRA/PRB (C), AR/ER (D) y AR/PR (E) calculadas a partir de los valores
normalizados de expresion proteica. **p<0.01, ***p<0.001 vs. T47D-V. Andlisis estadistico: t de Student.
T47D-V: T47D infectada con pldasmido vacio; T47D-LMW: T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso
molecular (18 kDa); T47D-HMW: T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).

Adaptado de Tesis Dra. Figueroa.

Expresion de AR en muestras de pacientes con CM luminal
Los tumores agrupados como luminales B se caracterizan por tener un peor prondéstico que los luminales
A. Asimismo, de acuerdo con la expresion de marcadores, se trata de un grupo heterogéneo que incluye

todos los tumores ER* que no encajan dentro del subgrupo luminal A (ER*, PR*, Ki-67 bajo y HER2). En el
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ano 2020 publicamos un trabajo en el que demostramos que, dentro del subtipo luminal B, los tumores

ER*PR™ expresaban mayores niveles de AR que en el subgrupo ER*PR* (Garcia et al, 2020).

En conjunto, estas evidencias apuntan a que altos niveles de FGF2 se asocian a cambios en los
niveles de receptores hormonales y alteraciones en vias proliferativas y de desarrollo (como la via de
Whnt). Estas alteraciones podrian estar dirigiendo la progresion tumoral. Sin embargo, los mecanismos
implicados aun no se han podido determinar y conocerlos podria ser la clave para la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos para aquellas pacientes con cdncer mamario que recaen a la terapia endocrina o no

responden a tratamientos de primera linea.
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HIPOTESIS

Dado que los carcinomas mamarios luminales resistentes endocrinos con sobreexpresion de HMW-FGF2
poseen la via de Wnt desregulada, bajos niveles de PR con predominio de PRB, y altos niveles de AR,
postulamos que, durante la adquisicion de la resistencia endocrina, el FGF2 contribuye a la activacion de
la via de Wnt que, a su vez, regula la expresion de AR. Por lo tanto, la expresion conjunta de AR y FGF2
puede utilizarse como biomarcadores de mal prondstico en subtipos luminales con bajos niveles de PR o

predominio de PRB.

Es por ello, que el blogueo de la via de Wnt y/o AR podria constituir una terapia dirigida para el

tratamiento de pacientes con CM luminal que han adquirido resistencia a la terapia endocrina.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Establecer los mecanismos implicados en la progresién del CM luminal inducido por FGF2, determinando

la participacion de la via de Wnt en la regulacién de receptores hormonales, en particular los AR.

Obijetivos especificos
1) Evaluar la expresién y estado de activacion de la via de Wnt en modelos experimentales luminales
resistentes endocrinos (ER*PRB-H) con distintos niveles de expresidon de AR y FGF2.
2) En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestagenos (ER*PRB-H) que expresan altos
niveles de AR y HMW-FGF2:
a) Estudiar el efecto de antiandrdgenos, la dihidrotestosterona e inhibidores de la via de Wnt sobre
la proliferacion celular.
b) Estudiar el efecto de inhibidores de la via de Wnt sobre la expresidn de AR.
c) Estudiar la unidn de B-catenina y TCF4 a sitios TCF/LEF en el promotor de AR.
3) En modelos derivados de xenotransplantes de pacientes luminales (ER*PR*°“AR*), estudiar el efecto
de la dihidrotestosterona e inhibidores de la via de Wnt sobre la proliferacién celular.
4) En modelos PR™ o PRB-H creciendo en presencia o ausencia de estradiol exdgeno, estudiar el efecto
de agonistas androgénicos sobre el crecimiento tumoral y la diseminacién metastasica.
5) En una cohorte de pacientes ER* clasificados segun la expresidon de PR (PR*, PR, PRA-H o PRB-H):
a) Evaluar los niveles de expresién de FGF2, AR, WNT4 y WNT6 por subgrupo.
b) Correlacionar la expresion de AR y FGF2 con parametros clinico-patoldgicos.
c) Evaluar la expresidn conjunta de ARy FGF2 por subgrupo.
d) Investigar la sobrevida global en pacientes con altos o bajos niveles de AR o FGF2 nuclear por

subgrupo.
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MATERIALES Y METODOS

ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR

Lineas celulares utilizadas

Lineas celulares con expresion diferencial de isoformas de PR

Se empled la linea celular T47D (ATCC HTB-133), derivada de una efusién pleural de una paciente con un
carcinoma mamario ductal infiltrante (Keydar et al, 1979). Esta linea expresa ER, PR, AR y el receptor de
glucocorticoides. En la década del 90, el grupo de la Dra. Horwitz selecciond un clon que no expresa PR,
al que denominaron T47D-Y. A partir de este clon, realizaron transfecciones estables con plasmidos de
expresion de PRA o PRB, generando las variantes T47D-YA y T47D-YB, respectivamente (Jacobsen et al,
2002). Ambas conservan la expresion de GR, AR y exhiben niveles de PR similares a T47D (Ghatge et al,
2005). Las variantes T47D-YA y T47D-YB fueron gentilmente cedidas por la Dra. Horwitz (Universidad de
Colorado, EE. UU.).

Lineas que sobreexpresan FGF2

Se utilizaron variantes estables generadas previamente en el laboratorio por infeccion lentiviral (Tesis
Dra. Figueroa) que expresan el vector vacio (T47D-V) o que sobreexpresan las isoformas de 18 y 22 kDa
de FGF2 (T47D-LMW y T47D-HMW, respectivamente), para evaluar el impacto funcional de FGF2 en un

contexto genético comparable.

Mantenimiento de lineas celulares

Todas las lineas celulares se mantuvieron en DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB y 1 nM
insulina (Denver, Argentina), en atmdsfera humidificada a 37 °C con 5 % CO,. Para las lineas T47D-YA 'y
T47D-YB, el medio se complementé con 200 pg/ml de neomicina (Calbiochem) para mantener la
presion selectiva sobre las células transfectadas con los respectivos plasmidos. Las lineas T47D-V,
T47D-LMW y T47D-HMW se cultivaron en presencia de 200 pg/ml de zeocina, asegurando la selecciéon

continua de las células que expresan las distintas isoformas de FGF2 o el plasmido vacio.

Medios y soluciones

Los medios y soluciones utilizados para los cultivos celulares se detallan en el (ver Apéndice).

Repique celular

Se retird el medio de cultivo y las células adherentes se lavaron con PBS 1X estéril. Posteriormente, se
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incubaron con tripsina-EDTA a 37 °C durante 2—4 min, utilizando un volumen suficiente para cubrir el
fondo de la placa. Una vez desprendidas, las células se recolectaron en un tubo que contenia
DMEM/F12 con 10 % SFB y se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. Se descarté el sobrenadante,
el pellet celular se resuspendié en DMEM/F12 con 10 % SFB y las células se sembraron en nuevas

placas para su posterior cultivo.

Congelamiento y almacenamiento de lineas celulares

Tras tripsinizar y centrifugar, se descarté el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en medio de
congelacion. Las células se distribuyeron en alicuotas de 1 ml en criotubos, que se colocaron a -80 °C en
un sistema de enfriamiento gradual. Luego de 24 h, los criotubos se transfirieron a un tanque de

nitrégeno liquido para su almacenamiento definitivo hasta su uso.

Ensayos de proliferacion celular

Conteo celular. Para los ensayos de respuesta a drogas, se sembraron 2x10* células por pocillo en placas
de 24 pocillos en DMEM/F12 con 10% SFB y 10™° M insulina. Tras 24 h, las células se sometieron a
ayuno durante 24 h adicionales en DMEM/F12 con 2,5 % de suero fetal bovino charcolizado (SFBch;
depletado de hormonas esteroides de bajo peso molecular). Posteriormente, se trataron con las drogas
indicadas en la Tabla ap-1 (ver Apéndice), renovando el medio cada 48 h. Para el conteo celular, las
células se lavaron con PBS 1X y se resuspendieron en 135—-180 pl de tripsina segun la densidad; se llevo
luego a un volumen final de 150-200 pl con medio conteniendo SFB para frenar la tripsina. El recuento
celular se realizd con el contador automatico Countess |l (Thermo Fisher) luego de 6 dias de tratamiento.
Se efectuaron al menos dos experimentos independientes, con un minimo de cinco réplicas por
condicién.

Confluencia. En otros experimentos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y la proliferacién
se evalué como porcentaje de confluencia. Se procedié de la misma manera que en los ensayos de
conteo celular, y la proliferacidn celular se determind a partir del analisis de imagenes obtenidas con el
equipo IncuCyte (Sartorius), que permite el monitoreo automatico y en tiempo real de la confluencia
celular. El porcentaje de confluencia a tiempo final (8 dias desde el plagueo) se relativizé al valor del

tiempo inicial.

ENSAYOS DE WESTERN BLOT (Wb)

Soluciones y anticuerpos. (ver Apéndice)
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Preparacidon de extractos celulares

Los extractos se obtuvieron a partir de lineas celulares cultivadas en placas de p60. En cada caso se
sembraron 8x10° células por placa para alcanzar ~80 % de confluencia en DMEM/F12 con 10 % SFB. A
las 48 h, las células se lavaron y se dejaron en ayuno durante 24 h, segun el disefio experimental. Se
obtuvieron extractos en condiciones de crecimiento basal (ayuno 24 h en DMEM/F12 sin SFB) o luego
de los distintos tratamientos detallados en la (ver Apéndice, Tabla ap-1). Para preparar los extractos de
proteinas, las células se lavaron con PBS 1X frio y se adicionaron 50 pl de buffer RIPA suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas por placa, en hielo. Con ayuda de un scraper se levantaron los
lisados, que se recuperaron en tubos de 1,5 ml y se incubaron 30 min en hielo con agitacidn suave para
favorecer la extraccion proteica. Finalmente, las muestras se centrifugaron 20 min a 12.000 rpm y 4 °C
(centrifuga 5415 R, Eppendorf). Los sobrenadantes (fraccion proteica) se transfirieron a tubos limpios

de 1,5 ml y se almacenaron a -80 °C.

Extraccion de proteinas nucleares y citoplasmaticas

Las fracciones nucleares y citoplasmaticas se aislaron utilizando el kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific, cat. #78835), siguiendo las instrucciones del fabricante e
incluyendo inhibidores de proteasas en todos los buffers. Todos los pasos se realizaron a 4 °C. Los

extractos obtenidos se almacenaron a —80 °C hasta su analisis.

Preparacion de extractos tumorales

Los tumores se pesaron y se transfirieron a tubos de poliestireno colocados en hielo, agregando un
volumen de buffer A con inhibidores de proteasas equivalente a 4 veces el peso del tejido. Se incubaron
10 min en hielo y luego se homogeneizaron con un homogeneizador (Polytron, Teckmar) hasta obtener
un homogenato uniforme, que se dejé reposar 15 min en hielo. A continuacidn, los homogenatos se
sonicaron 3 veces durante 10s, con intervalos de 10 s en hielo entre cada sonicacién, y se incubaron
20 min adicionales en hielo. Las muestras se centrifugaron 20 min a 12.000 rpm y 4 °C (centrifuga 5415 R,

Eppendorf); los sobrenadantes se recuperaron en tubos limpios de 1,5 ml y se almacenaron a -80 °C.

Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el kit comercial Pierce BCA Protein Assay Kit (cat. #23227; ThermoFisher), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se prepard una curva estandar con concentraciones crecientes de albumina
sérica bovina (BSA, Thermo Fisher) y las muestras se diluyeron 1:10 en agua destilada. La concentracion
se calculd a partir de la ecuacidn de la recta obtenida para la curva estandar, utilizando los valores de

absorbancia medidos a 620 nm en un lector de placas de ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima
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(ELISA).

Corrida electroforética y revelado

Las muestras de proteinas se mezclaron con cracking buffer y se calentaron 5 min. Se cargaron entre 25y
50 ug de proteinas totales por calle y se separaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida
discontinuo, utilizando el sistema de buffers de Laemmli, junto con un marcador de peso molecular. La
electroforesis se realizé inicialmente a 80V durante 20-30 min para atravesar el gel concentrador y
luego a 100 V durante 90-120 min para la migracién en el gel separador. Tras la corrida, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 2 h a 80 V en frio. Las membranas se bloquearon 1 h
a temperatura ambiente con solucion bloqueante y se lavaron tres veces con TBS-T (3x5 min). Luego se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente overnight a 4 °C con agitacion suave. Al dia
siguiente, tras tres lavados en TBS-T, se incubaron 1h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa. La deteccion se realizé mediante quimioluminiscencia y
exposicién a pelicula radiografica. Finalmente, las peliculas se digitalizaron con un escaner y las bandas
inmunorreactivas se cuantificaron usando el software ImageJ, considerando Unicamente exposiciones no

saturadas.

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA

Soluciones y anticuerpos
Detalles sobre las soluciones utilizadas (ver Apéndice). Los anticuerpos primarios y secundarios

utilizados se detallan en las Tablas ap-2 y ap-3, respectivamente.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Los cortes tumorales se desparafinaron en xileno overnight y se rehidrataron en etanol de graduacion
decreciente (100%, 96% y 70%). La peroxidasa enddgena se bloqued incubando 20 min con H,0, 10
volumenes al 10% en etanol 70%. Tras lavados en agua destilada, se realizd la recuperacidn antigénica en
buffer citrato pH 6 a 95 °C durante 50 min y se dejé enfriar 30 min a temperatura ambiente. Luego de
lavados en agua destilada y PBS 1X, los cortes se bloquearon 1 h con BSA 2,5% en PBS 1X (cdmara
himeda) y se incubaron overnight a 4 °C con el anticuerpo primario en PBS 1X. Al dia siguiente se
realizaron lavados en PBS 1X y la deteccién se efectué mediante incubaciones sucesivas con el
anticuerpo secundario biotinilado y el complejo ABC (Vectastain, Vector). El revelado se realizd con

diaminobencidina (DAKO); los nucleos se contrastaron con hematoxilina y los cortes se deshidrataron y
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montaron en medio sintético. Como control negativo se omitié el anticuerpo primario. Las muestras se

observaron en un microscopio Nikon Eclipse E800 con captura digital de imagenes.

Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica se realizd sobre células cultivadas en portaobjetos, fijadas con paraformaldehido
4% en PBS 1X (10-20 min, temperatura ambiente) y lavadas con PBS 1X. Las células se permeabilizaron
con metanol/Tritén X-100 0,1% en PBS 1X (20 min, =20 °C) y se bloquearon 30 min con BSA 2,5% + Triton
X-100 0,1% en PBS 1X (cdmara humeda). Luego se incubaron overnight a 4 °C con el anticuerpo primario
en PBS 1X vy, tras lavados en PBS 1X, se procedid a la deteccidn con anticuerpo secundario biotinilado,

complejo ABC y revelado con DAB, como en IHQ.

ENSAYOS PARA EL ANALISIS DE EXPRESION DE ARNm

Extraccion de ARN total

El ARN total se obtuvo a partir de células cultivadas en placas de p60 o p100 al ~80 % de confluencia,
tras un ayuno de 24 h en DMEM/F12 sin SFB y lavado previo con PBS 1X. Se afiadié TRIzol (Invitrogen;
1 mlen p60, 1,2 ml en p100), se homogeneizd por pipeteo y se extrajo con cloroformo, recuperando la
fase acuosa tras centrifugacion (12.000 rpm, 10 min, 4 °C). El ARN se precipitd con isopropanol
overnight a —20 °C, se centrifugd (12.000 rpm, 20 min, 4 °C), se lavé dos veces con etanol 70 % frio y se
resuspendid en 50 ul de H,O DEPC (dietilpirocarbonato). La integridad se evalué en un gel de agarosa

1,2 %y la concentracidn se determiné con un espectrofotémetro tipo Nanodrop.

PCR cuantitativa en tiempo real con transcriptasa reversa (RT-qPCR)

El ADNc se sintetizd a partir de 1ug de ARN total usando RevertAid Reverse Transcriptase
(ThermoScientific) en un volumen de 20 ul (random primers, dNTPs 1 mM, buffer 5X y 200U de
transcriptasa), con el programa: 25 °C 10 min, 42 °C 60 min, 70 °C 10 min; el ADNc se almacend a -20 °C.
La expresion génica se analizé por gPCR en un C1000 Touch (Bio-Rad) usando FastStart Universal SYBR
Green Master (ROX, Roche) en 15 pl finales (mix SYBR Green 7,5 pl, primers 0,5 uM, ADNc y agua). Cada
condicion se evalud con al menos tres réplicas bioldgicas y réplicas técnicas por duplicado/triplicado,
incluyendo controles sin molde y sin retrotranscripcion. El programa de amplificacion fue: 95 °C 10 miny
40 ciclos de 95 °C 10's, 53-60 °C 30 s (segun pares de primers, Tabla m-1) y 60 °C 30 s, seguido de curva
de disociacién. Los niveles de expresién se calcularon mediante el método AACt, normalizando al gen

GAPDH ribosomal; las secuencias de primers se detallan en |la Tabla m-1.
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Gen Secuencia primer Forward Secuencia primer Reverse T° ann (°C)
AR GGCATGGTGAGCAGAGTG GGGTGGAAAGTAATAGTCAATGG 60
GAPDH GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA GTCATTGATGGCAACAATATCCACT 60

Tabla m-1: Secuencias de los primers utilizados para el andlisis de expresion de genes por gPCR. T° ann:

temperatura de annealing.

Electroforesis en gel de agarosa

Para verificar el tamafio del producto de PCR, se cargaron ~50-100 ng de ARN mezclados con buffer de
carga 6X y SYBR Green 5X (1X final) en geles de agarosa 1,2 %. Se corrieron a 90 V en Buffer TAE 1X
(Tris-Acetato-EDTA, pH 8) durante 30—40 min y se visualizaron las bandas en un GBOX con iluminacién

uv.

ENSAYOS IN VIVO

Animales

Se emplearon ratones NOD/LtSz-scid/IL-2Ry null (NSG; The Jackson Laboratory) hembras y machos, de
~2 meses de edad, criados en el Bioterio del IByME. Esta cepa presenta deficiencias profundas de
inmunidad innata y adaptativa, lo que facilita el trasplante de lineas tumorales humanas
(xenotrasplantes). Los animales se mantuvieron en condiciones de esterilidad, con alimento balanceado

y agua ad libitum, ciclo luz/oscuridad 12/12 h y temperatura de 20 + 2 °C.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia de Cuidados y Uso de Animales
de Laboratorio (Institute of Laboratory Animal Resources, 1996) y fueron aprobados por Comité

institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) del IBYME.

Inoculacion de lineas celulares

Se inocularon 5-7x10° células en 100 pl por ratén en el flanco inguinal derecho (sc, aguja 25G). Para
favorecer la toma tumoral se implantd subcutdneamente un pellet de E2 de 0,25 mg 48 h antes del
indculo (Sahores et al, 2013). Cuando los tumores alcanzaron ~30 mm?, los animales se asignaron

aleatoriamente a los grupos de tratamiento.

Valoracion del crecimiento tumoral
El crecimiento tumoral se monitored dos veces por semana midiendo el tamafio del tumor con un

calibre Vernier (largo x ancho, en mm?), permitiendo graficar curvas de crecimiento (tamafio tumoral
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vs. tiempo) para cada grupo experimental. Al finalizar los estudios, los animales fueron sacrificados
por dislocacidn cervical, tras lo cual se extrajeron y pesaron los tumores para comparar el peso

tumoral final entre grupos experimentales.

Toma de muestras tumorales

Como se describié anteriormente, el dia de la eutanasia se removieron los tumores y se tomaron
muestras para posteriores ensayos de IHQ y Wb, evitando las zonas necréticas, que en general se
encuentran en el centro del tumor. Las muestras destinadas a IHQ, se fijaron en formalina 10 % en PBS
1X para su posterior procesamiento para analisis histopatoldgicos (servicio tercerizado). Este analisis
se realizé en colaboracion con la médica patdloga Dra. Silvia Vanzulli. Las muestras destinadas a la

extraccidon de proteinas se almacenaron a -80°C.

Deteccidn de focos metastasicos

Para el estudio de metdastasis, se realizaron necropsias completas a todos los animales. Durante la
necropsia se efectud un analisis macroscépico inicial y se recolectaron muestras de ganglios axilares,
higado, rifidn, estdmago, intestino, bazo, Utero y ovario o testiculo, segin correspondiera. Ambos
pulmones se extrajeron tras su insuflacién con formalina al 10% a través de la trdquea, utilizando una
jeringa y aguja 25G. Todas las muestras se fijaron en formalina al 10% en PBS 1X y se incluyeron en
parafina. Para cada grupo experimental se determind el nimero total de focos metastdsicos pulmonares
por ratdn, cuantificdindolos en toda la extension de los cinco Iébulos pulmonares mediante examen

microscopico.

Tratamientos hormonales de lineas T47D
Cuando los tumores alcanzaron ~30 mm?, se iniciaron los tratamientos durante 21 dias, con 5
animales por grupo.
e Dihidrotestosterona (DHT; Sigma-Aldrich): pellets subcutaneos de liberacién continua de
10 mg (Fu et al, 2021; Manneras et al, 2007).
e Testosterona (Sigma-Aldrich): pellets subcutaneos de 5, 10 o 20 mg segun el grupo
experimental, para evaluar un posible efecto dosis-respuesta sobre el crecimiento tumoral.
e Estradiol (E2; Sigma-Aldrich): pellet sc de 0,25 mg o administracién en el agua de bebida
(2 pg/ml) mediante mamadera con agua estéril.
e Enzalutamida (MedChem Express): via oral a 25 mg/kg, 3 veces/semana, utilizando como

vehiculo CMC 1% (Sigma-Aldrich), Tween-80 0,1% (Sigma-Aldrich) y DMSO 5%
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(Sigma-Aldrich) en 100 pl/animal (Tran et al, 2009).

MODELOS DE XENOINJERTO DERIVADOS DE PACIENTES (PDX)

Se emplearon modelos de PDX que se desarrollaron en nuestro laboratorio segin se describié en un
trabajo previo del laboratorio (Pataccini et al, 2025). Inicialmente, el PDX707 se desarrollé en hembras
NSG tratadas con E2 mientras que los PDX767 y 781 se desarrollaron en hembras sin administracion

exogena de E2.

Ensayos in vivo: PDX707. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER*, PR, HERZ,
AR*. Se transplantaron en el subcutdaneo ratones hembra NSG con fragmentos tumorales de
aproximadamente 2—3 mm? con suministro de E2. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de ~25-
50 mm?, los animales se asignaron aleatoriamente a recibir E2 solo o la combinaciéon de E2 +
testosterona (pellets de 20 mg). Se monitored con un calibre Vernier el crecimiento tumoral tres veces
por semana hasta el sacrificio, registrandose tamafio y peso tumoral final. Los tumores se fijaron en
formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina (H&E) e

IHQ segun se indica en cada caso.

Ensayos in vivo: PDX781. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER*, PR’, HER2",
AR*. Se transplantaron en el subcutaneo ratones hembra NSG con fragmentos tumorales de
aproximadamente 2—3 mm?. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de ~25-50 mm?, los animales se
asignaron aleatoriamente a recibir durante 5 dias: vehiculo, dihidrotestosterona (DHT; Sigma-Aldrich,
A2570-000, 20 mg/kg, inyeccion subcutdnea en aceite de ricino como vehiculo), LGK-974 (MedChem
Express, HY-17545/CS-2807, 5 mg/kg, inyeccidn subcutdnea en vehiculo carboximetilcelulosa 0,5 %,
Tween-80 0,5 % y DMSO 2 % en agua) o la combinacién de ambos. El crecimiento tumoral se midié cinco
veces por semana con un calibre Vernier y el tamafio se calculé como largo x ancho. Al finalizar, los
tumores se extrajeron, fijaron en formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se realizaron H&E e IHQ

segln se indica en cada caso.

Ensayos ex vivo: PDX767. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER*, PR’, HER2",
AR*. Los tumores se cortaron en secciones uniformes (~200 um) con un vibratomo (Compresstome
VF-500-0Z). Se colocaron ~5 lonjas sobre una esponja (1 cm?), previamente embebida en medio de
cultivo con el tratamiento correspondiente o control. Los tratamientos se mantuvieron durante 48 h. Tras
la fijacién en formalina 10% e inclusidn en parafina, los cortes se procesaron para H&E e IHQ segun se

indica en cada caso.
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ENSAYOS DE ELISA

Las concentraciones de WNT4 o WNT6 humano se determinaron en el medio condicionado mediante un
ELISA tipo “sandwich” utilizando kits comerciales (Human Protein Wnt-4 ELISA Kit, CUSABIO,
CSB-EL026137HU y Human Wnt-6 ELISA Kit, Assay Genie, HUFI04726).

Para la obtencidon del medio condicionado, se plaquearon 1,5x10° células en placas p60, de manera de
alcanzar una confluencia ~80 %, en medio DMEM F12 con 10 % SFB. A las 48 horas se lavaron con
DMEM F12 y se las ayund por 48 h en un volumen final de 4 ml de DMEM F12. Se recuperaron los
medios condicionados, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos para eliminar células muertas y los

sobrenadantes se almacenaron a -20°C.

Para el ELISA se emplearon microplacas de 96 pocillos pre-recubiertas con los anticuerpos
correspondientes y se siguieron las instrucciones del fabricante para la deteccidn de las proteinas. La
reaccion colorimétrica se midié con un espectrofotémetro a 450 nm. El rango de cuantificacion fue de
23,5-1500 pg/ml y de 0,156—10 ng/ml para los kits de WNT4 y WNT6, respectivamente. Las muestras se
analizaron por duplicado junto con una curva estandar generada por diluciones seriadas del estandar

provisto.

ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP)

Los ensayos de ChlIP se realizaron con el kit iDeal ChIP-gPCR (Diagenode, manual C01010180), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se cultivaron en p150, se lavaron con DMEM vy
se incubaron con ICG-001 (1 uM) en 15 ml de DMEM durante 45 min a 37 °C. Luego, se realizé un lavado
con DMEM vy se aiadieron 15 ml de DMEM por placa. Se agregaron 400 ml de formaldehido (36%) por
placa, incubando 8 min a temperatura ambiente con agitacidén suave; la reaccién se detuvo con glicina
(125 mM, 5 min en agitacion). Las células se lavaron tres veces con PBS frio, se lisaron con buffer de lisis
frio y se recolectaron por raspado en hielo. Se incubé durante 20 min en agitacidn en hielo. Tras
centrifugaciones sucesivas (5 min, 1600 rpm, 4 °C) y resuspensién en buffer de lisis, los nucleos se
incubaron en hielo y se resuspendieron finalmente en shearing buffer suplementado con inhibidores de
proteasas, manteniendo las muestras en hielo hasta la sonicacién (15 ciclos de 30 seg ON y 30 seg OFF
en alta potencia). La cromatina fijada se fragmentd por sonicacién hasta obtener fragmentos de 200—
600 pb. Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo con anticuerpos para B-catenina (sc-133238 o
ab32572), TCF4 (ab217668) o IgG control, unidos a perlas magnéticas recubiertas con proteina A. Tras

lavados secuenciales, el ADN se eluyd, se revirtié el entrecruzamiento, se purificd y se analizé por gPCR
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usando primers especificos para las regiones promotoras de interés; regiones del gen GAPDH se

utilizaron como control negativo.

ENSAYOS CON MUESTRAS DE PACIENTES

Nuestro laboratorio mantiene una colaboracién con el Hospital de Pacheco “Magdalena V. de Martinez”,
del cual se reciben rutinariamente muestras frescas y fijadas en formol de tumores mamarios humanos.
Todas las muestras remitidas por el Hospital son anonimizadas previamente. Se incluyeron en el estudio
las pacientes con CM sometidas a cirugia entre abril 2008 y abril 2023 y se excluyeron a las pacientes
HIV* o hepatitis B*. El estudio fue aprobado por los comités de ética institucionales (CE08/2016) y los
datos clinico-patoldgicos, incluyendo la expresion por IHQ de Ki-67, ER y PR, se obtuvieron de las

historias clinicas.

Las muestras frescas se procesan en el marco de otros proyectos para obtener extractos
nucleares y citosdlicos, en los que se evalua la expresidn de PR y sus isoformas por Whb. Se consideraron
PRA-H las muestras cuya relacién PRA/PRB era mayor o igual a 1,2; PRB-H a todos los valores cuya
relacién PRA/PRB sea menor o igual a 0,83; y EQUI cuando la relacién fue entre 0,83 y 1,2 (Rojas et al,

2017).

En esta tesis se realizaron IHQ para FGF2, AR, WNT4 y WNT6. Las inmunomarcaciones se
cuantificaron con el asesoramiento de la médica patdloga Dra. Silvia Vanzulli, evaluando siempre el
parénquima tumoral. La expresion nuclear de FGF2 se cuantificd considerando el porcentaje de células
positivas (0-100%) y la intensidad de la sefial (1 a 3), generando un score multiplicando el % de células
positivas por la intensidad de la marcacién (Sahores et al, 2018). La expresién nuclear de AR se
determind como el porcentaje de células tumorales viables positivas (0-100 %) (Garcia et al, 2020). La
expresion citoplasmatica de WNT4 y WNT6 se evalué como porcentaje de células tumorales viables

positivas (0—100 %).

Los calculos de sobrevida global (SG) y sobrevida libre de progresién (SLP) se realizaron desde la
fecha de cirugia hasta el fallecimiento por cualquier causa o hasta la progresion de la enfermedad,

respectivamente. Se establecié en agosto 2025 como punto de corte para el seguimiento.

Datos publicos METABRIC

Se realizaron analisis exploratorios de asociacidon entre la expresion de AR (mRNA) y la SG o SLP

utilizando datos publicos de la cohorte METABRIC accesible en cBioPortal for Cancer Genomics (Curtis et
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al, 2012; Mucaki et al, 2016). Esta cohorte incluye mas de 2.000 tumores mamarios primarios con
informacion clinica y de seguimiento a largo plazo (hasta ~20 afios), asi como perfiles moleculares que
integran expresion génica y alteraciones de nimero de copia. Los puntos de corte para la expresién de
AR se determinaron mediante el software Cut off finder (Budczies et al, 2012). Las curvas de Kaplan—
Meier, el célculo del hazard ratio (HR), su intervalo de confianza y el valor de p (test de Log-rank) fueron
generados en GaphPad a partir de la estratificacién de las pacientes segun el nivel de expresién de AR en

los distintos subgrupos definidos segun la expresién de ER y PR (ER*PR* o ER*PR’) y ganglios negativos.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism (versién 8.0.2 para Windows; GraphPad
Software Inc.). En las figuras, el nivel de significancia se indica mediante asteriscos. En los ensayos de
proliferacion celular, los valores de cada condicién se expresaron como porcentaje relativo al grupo
control y se compararon mediante ANOVA de una via seguido de prueba de comparaciones multiples de
Tukey cuando se evaluaron tres o mas grupos, o mediante prueba t de Student no pareada y bilateral
cuando se compararon solo dos grupos. Las comparaciones de la expresion de ARNm y de proteina (Wb
cuantificado con ImagelJ, utilizando Unicamente exposiciones no saturadas y al menos tres experimentos
independientes, salvo indicacion contraria) se efectuaron también con prueba t (dos grupos) o ANOVA

de una via seguido de Tukey (multiples grupos).

En los experimentos in vivo, las curvas de crecimiento tumoral se analizaron mediante ANOVA de
dos vias con el tiempo como medida repetida, y los pesos tumorales finales se compararon mediante
prueba t de Student o ANOVA de una via cuando se evaluaron mas de dos grupos. El nimero de focos
metastasicos y otras variables de conteo se analizd con pruebas no paramétricas: Mann-Whitney para
comparaciones entre dos grupos y Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn para comparaciones
entre mas de dos grupos. La cuantificacidn de las IHQ de experimentos in vivo se baso en el anilisis de
imagenes de diez campos por condicion (400x), calculando el porcentaje de células positivas con Image)

y comparando las condiciones mediante ANOVA de una via seguido de Tukey.

Para el analisis de las muestras de pacientes, las asociaciones entre variables categédricas (por
ejemplo, alta/baja expresion de AR o FGF2 y parametros clinico-patoldgicos) se evaluaron mediante
prueba exacta de Fisher o chi-cuadrado, segun correspondiera al tamafio de las celdas. La correlacién
entre la expresién de AR y FGF2 se analizd mediante coeficiente de correlacion de Spearman. La

comparacién de la expresién de AR entre grupos con bajo (score nuclear de FGF2 <5) y alto (score > 5)
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FGF2 nuclear se realizé con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los analisis de sobrevida global
se efectuaron mediante curvas de Kaplan-Meier y comparacién entre grupos con la prueba de log-rank
(Mantel-Cox), utilizando como puntos de corte AR nuclear 210 % y score de FGF2 nuclear 25 para

definir alta expresion.

56



Resultados Parte |

RESULTADOS

Parte I: Via candnica de Wnt

O.E.1: Evaluar la expresion y estado de activacion de la via de Wnt en modelos experimentales luminales

resistentes a antiprogestdgenos (ER*PRB-H) con distintos niveles de expresion de AR e isoformas de FGF2.

En el modelo endocrino sensible T47D-YA se observé que la sobreexpresiéon de la isoforma de
alto peso molecular de FGF2 (22,5 kDa) induce resistencia endocrina, aumento de AR y desregulacion de
la via de Wnt (ver Antecedentes, Figuras a-3 A-B y a-4 B). En funcidn de estos resultados, nuestro primer
objetivo fue evaluar la expresion de distintos componentes de la via de Wnt en los modelos resistentes a
mifepristona, T47D-HMW (PRB-H; sobreexpresién constitutiva de HMW-FGF2; AR elevado) y T47D-YB
(expresidon constitutiva de PRB; niveles elevados de HMW-FGF2 enddgeno; AR elevado), en comparacién
con sus contrapartes sensibles, con el fin de determinar si esta via se encuentra alterada en contextos

con diferente expresion de PRy FGF2 y diferente sensibilidad enddcrina.

Modelos endocrino resistentes T47D-HMW y T47D-YB. Ensayos in vitro

Ligandos WNT4 y WNT6
En primer lugar, evaluamos la expresion de los ligandos WNT4 y WNT6, ambos activadores de la via a
través de la union a sus receptores de membrana y cuyos ARNm resultaron sobreexpresados en el

modelo T47D-YA-22,5 (ver Antecedentes, Figura a-3 A-B).

En la Figura r-1 A observamos que en la linea T47D-YB, que expresa sélo PRB, se observd un
incremento de WNT4 en comparacidn con la linea T47D-WT mientras que en T47D-HMW, sélo se
observé una tendencia en el mismo sentido respecto de T47D-V. En relacidn con la expresion de WNT6,
la sobreexpresion de la isoforma de 22 kDa de FGF2 se asocié con un aumento del ligando respecto de la
linea T47D-V (T47D transfectada con el plasmido vacio; Figura r-1 B). En la linea T47D-YB, los niveles de
WNT6 fueron similares a los de T47D-WT e -YA (Figura r-1 B).
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Figura r-1 A-B Expresion de los ligandos WNT4 y WNTG6 en lineas sensibles y resistentes a mifepristona, in
vitro. Expresion de WNT4 (A) y WNT6 (B) por Wb en extractos celulares totales de T47D-V 'y T47D-HMW,
y de las lineas T47D-WT, -YA y -YB, con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina, que se utilizd como
control de carga. Los datos se expresan como media + SE; *p < 0,05; ***p < 0,001. Andlisis estadistico:
ANOVA de una via seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50);
T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D-YA o T47D-YB:

T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.

Dado que el mecanismo de accién de estos ligandos es a través de su liberaciéon al medio

extracelular, se evaluaron sus niveles en el medio condicionado mediante ensayos de ELISA.
Las concentraciones detectadas se encontraron mayoritariamente por debajo del limite de deteccion

del kit utilizado, por lo tanto, estos resultados no fueron concluyentes por si solos. Sin embargo, se
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observaron leves tendencias al aumento de WNT4 y WNT6 en el modelo T47D-HMW respecto de su
control con vector vacio, consistente con una mayor liberacién de estos ligandos en la variante resistente

(no se muestra) y que acompafian los resultados obtenidos por otras técnicas.

Correceptor LRP6

En segundo lugar, se evalud la activacion de la via candnica de Wnt analizando los niveles del correceptor
LRP6 y de su forma fosforilada (pLRP6), utilizada como marcador de activacidon de esta via. En las lineas
T47D-HMW vy T47D-YB se detectd por Wb un aumento de pLRP6 en comparacidn con sus respectivas
contrapartes sensibles (Figura r-2 A-B). Hasta el momento, los ensayos disponibles muestran que LRP6
total presentd una tendencia a aumentar su expresion en la variante T47D-HMW respecto de la linea
control, por lo que la relacidon pLRP6/LRP6 no alcanzo significancia estadistica. Sin embargo, se requieren

mas ensayos para constatar esta tendencia.
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Figura r-2 A-B. Expresion y activacion del correceptor LRP6 en lineas sensibles y resistentes a
mifepristona, in vitro. (A-B) Expresion de LRP6 y pLRP6 por Wb en extractos celulares totales de T47D-V y
T47D-HMW (A) o T47D-WT, -YA y -YB (B), con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina y a LRP6.
Vinculina se utilizé como control de carga. Los datos se expresan como media + SE; *p < 0,05. Andlisis
estadistico: ANOVA de una via seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio
(p6NST50); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D-YA o

T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.
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Otros componentes de la via candnica de Wnt

Se evaluaron también componentes intracelulares de la via de Wnt rio abajo del receptor. En las lineas
resistentes T47D-HMW y T47D-YB se observd un aumento de DVL2 por Wb respecto a las lineas
sensibles (Figura r-3 A), mientras que los niveles de DVL3 y AXIN1 se mantuvieron comparables entre

todas las lineas analizadas (Figura r-3 B-C).
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Figura r-3 A-C. Expresion de componentes citoplasmdticos de la via de Wnt en lineas sensibles y
resistentes in vitro. Expresion de DVL2 (A), DVL3 (B) y AXIN1 (C) por Wb en extractos celulares totales de
T47D-V y T47D-HMW, y de las lineas T47D-WT, -YA y -YB, con sus cuantificaciones relativizadas a
vinculina que se utilizo como control de carga. Los datos se expresan como media + SE; *p < 0,05; **p <
0,01. Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido del test de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con
pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22
kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.

Por otra parte, hasta el momento, ni la expresion total de GSK-3B (Figura r-4 A) ni la de
B-catenina (Figura r-4 B) mostraron diferencias significativas en las lineas resistentes T47D-HMW vy
T47D-YB respecto a las sensibles (Figura r-4 A-B). Dado que B-catenina trasloca al nucleo cuando la via
candnica de Wnt estd activa, realizamos extractos citosdlicos y nucleares de las dos lineas celulares
resistentes a mifepristona y evaluamos la expresién por Wh. Observamos que, en ambos casos, no solo

habia expresidn citosdlica sino también nuclear de la proteina (Figura r-4 C).
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Figura r-4 A-C. Expresion de GSK-38 y 8-catenina en lineas sensibles y resistentes a mifepristona, in vitro.
(A-B) Expresion de GSK-38 (A) o B-catenina (B) por Wb en extractos celulares totales de T47D-V y
T47D-HMW, y de las lineas T47D-WT, -YA y -YB, con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina que se
utilizé como control de carga. (C) Expresion de 8-catenina en extractos nucleares (N) y citoplasmdticos (C)
de T47D-HMW y T47D-YB. Se utilizo 8-tubulina como control de carga. Los datos se expresan como
media *+ SD. Andlisis estadistico: ANOVA de una via sequido de test de Tukey. T47D-V: T47D transfectada
con plasmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular
(22 kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.
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Modelo enddcrino resistente T47D-HMW. Ensayos in vivo

También se estudiaron algunos de estos componentes de la via en extractos tumorales derivados del
modelo T47D-HMW donde se observé un aumento de WNT4 (Figura r-5 A) y de las proteinas
adaptadoras DVL2 y DVL3 (Figura r-5 B) respecto de los controles. En el caso de pLRP6 (Figura r-5 C), se
observd una tendencia hacia una mayor expresion en la linea resistente respecto de la sensible, en

concordancia con los resultados obtenidos in vitro (Figurar-2 Ay r-3 A).
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Figura r-5 A-C. Expresion de componentes de la via de Wnt en tumores derivados de T47D-V y
T47D-HMW. (A-C) Expresion de WNT4 (A), DVL2 y DVL3 (B) y LRP6 y pLRP6 (C) por Wb en extractos

totales de tumores T47D-V y T47D-HMW, con su cuantificacion relativizada a vinculina que se utilizo
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como control de carga. Se graficé también pLRP6/LRP6. Los datos se expresan como media + SD; *p <
0,05. Andlisis estadistico: t-test. T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW:
linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que

expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.

En cortes histoldgicos derivados de todas las lineas celulares se realizaron IHQ para distintos
componentes de la via de Wnt (WNT4, WNT6, pLRP6, B-catenina y pGSK-3B) (Figura r-6 y r-7). Aunque
estos marcadores no se cuantificaron, se observé de forma consistente una marcacion intensa de WNT4,
WNT6, pLRP6, B-catenina (Figura r-6) y pGSK-3B (Figura r-7) en los tumores correspondientes a los
modelos resistentes (T47D-HMW e -YB) en comparacidn con sus contrapartes sensibles. Estas
observaciones fueron en linea con lo observado por Wb e in vitro, reforzando la idea de una mayor

activacion de la via de Wnt en las variantes resistentes respecto de las sensibles.
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Figura r-6. Inmunomarcacion de WNT4, WNT6 y pLRP6 en tumores derivados de lineas sensibles y
resistentes. IHQ en cortes histoldgicos de tumores T47D-V, T47D-HMW; T47D-WT, T47D-YA y T47D-YB,
para WNT4, WNT6 y pLRP6. Los nucleos se contratifieron con hematoxilina. T47D-V: T47D transfectada
con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular
(22 kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. Escala: 250

umy 60 um.
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Figura r-7. Inmunomarcacion de 8-catenina y pGSK-36 en tumores derivados de lineas sensibles y

resistentes a mifepristona. IHQ en cortes histoldgicos de tumores T47D-V, T47D-HMW, T47D-WT,
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T47D-YA y T47D-YB para WNT4, WNT6 y pLRP6. Los ntcleos se contratifieron con hematoxilina. T47D-V:
T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de
alto peso molecular (22 kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR,

respectivamente. Escala: 250 um y 60 um.

Con estos resultados se pudo establecer que los modelos resistentes T47D-HMW y T47D-YB
presentaron una mayor expresion de algunos componentes de la via de Wnt que sus lineas parentales
sensibles. En ambos casos se observaron incrementos del ligando WNT4 (WNT6 también en T47D-HMW),
y de los componentes tempranos pLRP6 y DVL2 (y DVL3 en determinados contextos), lo que indico una
activacion de la sefializacion de la via. A pesar de la activacion, no se detectaron cambios robustos en los
componentes del complejo de degradacion (AXIN1, GSK-36) ni en la acumulacion nuclear de 8-catenina

(aunque si observamos una acumulacion citoplasmdtica de la misma).

Modelo enddcrino resistente T47D-LMW in vitro e in vivo

Esta misma caracterizacidn de la via de Wnt se realiz6 en el modelo de T47D-LMW. Este modelo
sobreexpresa la isoforma LMW de 18 kDa de FGF2, es resistente a antiprogestagenos, expresa menores
niveles de PRy ER junto con baja expresidén de AR respecto de la linea control T47D-V (ver Antecedentes,
Figura a-4 A-E). Se observd también una desregulacion de la via de Wnt por ARNseq (Tesis Dra.
Figueroa). En ensayos in vitro, la linea T47D-LMW mostré un aumento de WNT4, asi como una tendencia

al incremento de LRP6, pLRP6, DVL3 en comparacion con la linea T47D-V (Figura r-8 A-E).

De manera similar, en tumores derivados de T47D-LMW se detecté un aumento de WNT6 y
DVL3, junto con una tendencia al aumento de DVL2 respecto de los tumores control (Figura r-9 A-D). Por
IHQ se obtuvieron imagenes representativas de los marcadores WNT4, WNT6, pLRP6 y B-catenina y se

observé una marca intensa en el modelo T47D-LMW respecto al T47D-V (Figura r-10).
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Figura r-8 A-E. Expresion de componentes de la via de Wnt en la linea T47D-V'y T47D-LMW, in vitro. (A-E)
Expresion de los ligandos WNT4 y WNT6 (A); pLRP6 y LRP6 (B); 8-catenina y GSK-36 (C); DVL2 y DVL3 (D)
AXIN1 y NAKED2 (E) por Wb en extractos celulares totales de T47D-V y T47D-LMW, con sus
cuantificaciones relativizadas a vinculina, que se utilizo como control de carga. Ademds, se muestra
PLRP6/LRP6 (B, derecha). Los datos se expresan como media + SE; *p < 0,05. Andlisis estadistico: t-test.
T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-LMW: linea T47D que sobreexpresa
FGF2 de bajo peso molecular (18 kDa).
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Figura r-9 A-D. Expresion de componentes de la via de Wnt en tumores derivados de T47D-V y
T47D-LMW. (A-D) Expresion de WNT4 y WNT6 (A); pLRP6 y LRP6 (B); DVL2 y DVL3 (C); AXIN1 y NAKED2
(D) por Wb en extractos totales de tumores, T47D-V y T47D-LMW, con sus cuantificaciones relativizadas

a vinculina, que se utilizé como control de carga. Ademds, se muestra pLRP6/LRP6 (B, derecha). Los datos
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se expresan como media * SD; *p < 0,05. Andlisis estadistico: t-test. T47D-V: T47D transfectada con
pldsmido vacio (p6NST50); T47D-LMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso molecular (18

kDa).

WNT4

WNT6
B-Catenina

Figura r-10. Inmunomarcacion de componentes de la via de Wnt en tumores derivados de T47D-V y
T47D-LMW. IHQ en cortes histolégicos de tumores T47D-V y T47D-LMW para WNT4, WNT6, pLRP6 y B-
catenina. Los nucleos se contratifieron con hematoxilina. T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio

(p6NST50); T47D-LMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso molecular (18 kDa). Escala: 250

umy 60 um.

72



Resultados Parte |

En el modelo T47D-LMW, aun en un contexto bioldgico distinto al mencionado anteriormente con
T47D-HMW (bajo AR y predominio de FGF2 citosdlico/extracelular), la sobreexpresion de LMW-FGF2

también se asocio con un aumento en la expresion de componentes de la via candnica de Wnt.

Inhibicion de la via de Wnt con LGK-974 en modelos resistentes

Los resultados anteriores indicaron cambios en la expresion de los distintos componentes de la via
candnica de Wnt en los modelos resistentes a mifepristona, sugiriendo asi una activacién de la via. Con el
objetivo de corroborar dicha activacién realizamos ensayos preliminares inhibiendo la via de Wnt con
LGK-974. En ensayos de inmunocitoquimica observamos que la marcacidn para pLRP6 fue intensa y se
localizé predominantemente en la membrana celular de células T47D-HMW (Figura r-11 A) e -YB (Figura

r-11 B). Dicha expresion fue menos evidente al tratar las células durante 6 h con el inhibidor de Wnt LGK-

974.
A B
HMW YB
C LGK c LGK
30 um ",‘i‘ 30 um 2T
o | ‘

PLRP6 pLRP6

Figura r-11 A-B. Expresion de pLRP6 en lineas resistentes a mifepristona T47D-HMW y T47D-YB tratadas
con LGK-974. Ensayo preliminar (N=1) de inmunocitoquimica para pLRP6 en T47D-HMW (A) y T47D-YB
(B) tratados in vitro con LGK-974 (LGK; 1uM) o con vehiculo (C) durante 6 h. T47D-HMW: linea T47D que
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sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa); T47D-YB: T47D que expresa la isoforma B de PR.

Escala: 30 um y 15 um.

A su vez, evaluamos en la linea T47D-HMW los perfiles de expresion de B-catenina (Figura r-12

A), GSK-3p total (Figura r-12 B) y fosforilada (Figura r-12 C) tras la exposicidon a distintos tiempos de LGK-

974. Si bien estos ensayos son preliminares, se observa un patrén diferente a tiempos cortos y largos de

tratamiento con el inhibidor. A tiempos cortos se observan tendencias a aumentar los niveles totales de

B-catenina (Figura r-12 A), y GSK-3p fosforilada (Figura r-12 C) mientras que estos disminuirian a las 24 h,

particularmente pGSK-3pB, lo que sugiere que la via se encuentra basalmente activa y que, por lo tanto,

es capaz de inhibirse al tratar con el LGK-974.

A

T47D-HMW in vitro

LGK

C 5710°2030°1h6h 24h

sro e s emee s <Bcatenina

SR S e o e wee. « $-actina

LGK

C 5'10°20'30°1h6h24h
Ce e e <GSK-3B

SRS S S W e, « B-actina

LGK
C 5°10°2030°1h6h 24h
e D s O T “pGSK-3PB

SN o i W s e w4 (3-aCtiNG

B-CATENINA/

GSK-3p/
B-ACTINA

pGSK-3p/

2.5

©
5 2.01

< 1.51
Z
5 1.0
< 0.5
[an]

2.07

(ua.)

1.5
1.04
0.51

] I

C 5' 10'20'30' 1h 6h 24h
LGK 1 uM

0.0-

. 2.57
5 2.0
2 1.5
5 1.04
<05
S

15l

C 5'10' 20'30' 1h 6h 24h
LGK 1 uM

;lﬂﬂ -

C 5 10'20'30' 1h 6h24h
LGK 1 uM

Figura r-12 A-C. Efecto de LGK-974 sobre la activacion de la via de Wnt en células T47D-HMW. Ensayo

preliminar (N=1) de expresion de B-catenina (A), GSK-38 total (B) y pGSK-38 (C) por Wb a distintos
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tiempos de tratamiento con LGK-974, con sus respectivas cuantificaciones. Se utilizé 8-actina como

control de carga. T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).

Los resultados de este capitulo indican que la resistencia a mifepristona de los modelos
T47D-HMW, T47D-YB y T47D-LMW se asociaria con una activacion de la via candnica de Wnt,
evidenciada por el aumento de los ligandos WNT4 o WNT6 y de algunos de los componentes de la via en
comparacion con sus lineas parentales sensibles, tanto in vitro como in vivo. Esta activacion, sumada a
las tendencias observadas en B-catenina, plantea la posibilidad de que la modulacion de este eje

contribuya a los mecanismos de resistencia endocrina que se exploran en los capitulos siguientes.

75



Resultados Parte Il

Parte ll: Mecanismo

Como se menciond en la Introduccion, ya se habia comenzado a estudiar la respuesta a andrdgenos y
antiandrégenos, asi como a inhibidores de Wnt en el modelo T47D-HMW, uno de los modelos enddcrino
resistentes que expresa altos niveles de AR (Tesis Dra. Figueroa). Es por lo que extendimos nuestros
resultados a otro modelo endocrino resistente, el T47D-YB, que expresa niveles elevados de FGF2 y de
AR. En las figuras que se presentan a continuacion se repitieron algunos de los ensayos con la linea
T47D-HMW vy, en otros casos, se muestran los resultados de la Dra. Figueroa (cuando es asi se indica en

la figura) para poder comparar las respuestas con el modelo T47D-YB.

0.E.2a: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestdgenos (ER*PRB-H) que expresan
altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar el efecto de antiandrdgenos, la dihidrotestosterona (DHT) e

inhibidores de la via de Wnt sobre la proliferacién celular.

Efecto de andrégenos y antiandrégenos sobre la proliferacién celular

Para definir la dosis de dihidrotestosterona (DHT) con mayor actividad proliferativa se ensayaron
concentraciones en el rango de 0.01 a 10 uM a distintos tiempos de incubacién en la linea T47D-HMW
(Figura r-13 A). Observamos que la DHT 0.01 uM fue el mas potente e indujo la proliferacién celular a
partir de las 96 h de tratamiento. Por lo tanto, esta concentracion fue seleccionada para continuar con
los siguientes ensayos. Se muestran imagenes representativas tomadas a tiempo inicial y final (Figura r-
13 B), que reflejan la actividad proliferativa de la DHT 0.01 pM tanto en campo claro como en
fluorescencia, aprovechando que el pldsmido de expresién de HMW-FGF2 también expresa la proteina
fluorescente verde (GFP). Luego comparamos el efecto del andrégeno en los dos modelos resistentes
respecto de sus contrapartes sensibles endocrinas. Ya sabiamos que en el modelo T47D-HMW la DHT
aumenta la proliferacién celular mientras que el efecto es inhibitorio en su contraparte sensible, T47D-V
(Figura r-13 C; Tesis Dra. Figueroa). Al evaluar el efecto del andrégeno en el modelo resistente T47D-YB
también se observé un aumento significativo en la proliferacién celular mientras que el farmaco no tuvo

un efecto significativo en el modelo sensible, T47D-YA (Figura r-13 D).
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Figura r-13 A-D. Proliferacién celular en lineas T47D bajo tratamiento con DHT. (A) Indice de proliferacion
celular en la linea T47D-HMW en condiciones control o tratadas con distintas concentraciones de DHT

(0,01, 0,1; 1 y 10 uM) durante 6 dias. (B) Imdgenes representativas en campo claro y fluorescencia GFP
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en células T47D-HMW al dia 0 y 6, en condiciones control (C) o tratadas con DHT 0,01 uM. Cuantificacion
de la proliferacion por conteo celular al dia 6 en T47D-V y T47D-HMW (C) o T47D-YA e -YB (D), en
condiciones control o tratadas con DHT 0,01 uM. En cada caso los datos se relativizaron a la condicidon
control. Los datos se expresan como media + SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Andlisis estadistico:
ANOVA de dos vias para las curvas de crecimiento (A) y t de Student para los grdficos de barras (C, D).
DHT: dihidrotestosterona; T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: linea
T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las

isoformas A o B de PR, respectivamente. Escala: 100 um.

Luego, evaluamos el efecto del bloqueo del AR utilizando antiandrégenos con distintos
mecanismos de accién como la enzalutamida, flutamida y AZD-3514. Observamos que ambas
concentraciones de enzalutamida inhibieron la proliferacién celular en la linea T47D-YB mientras que el
antiandrégeno no tuvo efectos significativos en T47D-YA (Figura r-14 B). A modo comparativo,

observamos un efecto similar de la enzalutamida en T47D-HMW (Figura r-14 A; Tesis Dra. Figueroa).
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Figura r-14 A-B. Proliferacion celular en lineas T47D bajo tratamiento con enzalutamida. Cuantificacion
de la proliferacion por conteo celular en T47D-V y T47D-HMW (A) o T47D-YA y T47D-YB (B) en
condiciones control o tratadas con enzalutamida 1 o 10 uM. En cada caso los datos se relativizaron a la
condicion control. Los datos se expresan como media + SD; ***p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de
una via seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: T47D
transfectada con un pldsmido que expresa la isoforma de FGF2 de 22 kDa. T47D-YA o T47D-YB: T47D que

expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.
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Otro de los antiandrdgenos estudiados fue la flutamida. Primero se analizd un rango de
concentraciones desde 0.01 a 10 uM a distintos tiempos de tratamiento, y se observd que las dosis mas
altas de 1y 10 uM indujeron una inhibicién significativa en la proliferacion celular de la linea T47D-HMW,
incluso a partir de 50 h de tratamiento (Figura r-15 A). Imagenes representativas ilustran los resultados
observados tanto en campo claro como en fluorescencia (Figura r-15 B). Se seleccionaron las
concentraciones de 1y 10 uM para realizar los siguientes ensayos utilizando los dos modelos resistentes
y sus contrapartes sensibles. Observamos que ambas concentraciones de flutamida inhibieron la
proliferacion celular a 6 dias de tratamiento tanto en T47D-HMW como en T47D-YB. En las lineas
sensibles, la concentracién de 10 uM estimuld e inhibié la proliferacién celular de T47D-V (Tesis Dra.

Figueroa) y T47D-YA, respectivamente (Figura r-15 C-D).

Ademas, se realizaron ensayos con el antiandrégeno AZD-3514 que presenta un mecanismo de
accion similar al de la enzalutamida inhibiendo tanto la uniéon de andrégenos al receptor como la
translocacién nuclear y la actividad transcripcional. Este ensayo se realizd sélo en las lineas resistentes y
observamos que el farmaco indujo una inhibicidn de la proliferacién celular en las dosis de 1 uM y 10 uM
para T4A7D-HMW (Figura r-16 A) y de 10 uM para T47D-YB (Figura r-16 B). Como era de esperar, el
antiandrégeno en la concentracion de 10 uM fue capaz de inhibir el efecto proliferativo de la DHT en el

modelo T47D-YB (Figura r-16 C).
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Figura r-15 A-D. Proliferacion celular en lineas T47D bajo tratamiento con flutamida. (A) Indice de
proliferacion celular en la linea T47D-HMW en condiciones control o tratadas con distintas

concentraciones de flutamida (0,01; 0,1; 1 y 10 uM) durante 6 dias. (B) Imdgenes representativas en
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campo claro y fluorescencia GFP al dia 0y 6 en células T47D-HMW, control o tratadas con flutamida 10
UM. Cuantificacion de la proliferacion por conteo celular en las lineas T47D-V y T47D-HMW (C) o T47D-YA
y T47D-YB (D) en condiciones control o tratadas con flutamida 1 o 10 uM por 6 dias. En cada caso los
datos se relativizaron a la condicion control. Los datos se expresan como media *+ SD; *p<0,05; **p<0,01;
**¥p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de una via sequido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con
pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: T47D transfectada con un pldsmido que expresa la isoforma de
FGF2 de 22 kDa; T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.

Escala: 200 um.
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Figura r-16 A-B Proliferacién celular en lineas T47D bajo tratamiento con AZD-3514. (A) Indice de
confluencia en condiciones control o tratadas con AZD-3514 (1 y 10 uM) durante 6 dias en la linea
T47D-HMW. (B) Indice de proliferacion celular en la linea T47D-YB tratada durante 6 dias con AZD-3514
(1 o 10 uM), DHT 0,1 uM o la combinacion de ambos tratamientos. En cada caso los datos se
relativizaron a la condicién control. Los datos se expresan como media + SD; **p<0,01; ***p<0,001.
Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido de Tukey. T47D-HMW: T47D transfectada con un

pldsmido que expresa la isoforma de FGF2 de 22 kDa; T47D-YB: T47D que expresa la isoforma de B de PR.

Por lo tanto, podemos concluir que ambos modelos resistentes, T47D-HMW y T47D-YB, son
sensibles al tratamiento con agonistas o antagonistas del AR estimulando o inhibiendo la proliferacion

celular, respectivamente.
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Efecto de inhibidores de la via de Wnt sobre la proliferacién celular

Teniendo en cuenta los resultados presentados en Antecedentes y en la seccién anterior en los que
mostramos que la sobreexpresion de FGF2 induce la desregulacién de la via de Wnt (Figura a-3 A-B) y
que, a nivel de proteina, varios componentes de esta via estdn aumentados en ambas lineas resistentes
comparadas con sus variantes sensibles endocrinas, evaluamos el efecto del bloqueo de esta via

utilizando dos inhibidores con distinto mecanismo de accién, LGK-974 e ICG-001.

Como mencionamos en la Introduccién, el LGK974 inhibe la via de Wnt a nivel de los ligandos
WNT y el ICG-001 interfiere en la via candnica de Wnt/B-catenina actuando a nivel nuclear inhibiendo la

transcripcidn génica.

En ensayos previos del laboratorio (Tesis Dra. Figueroa) demostramos que tanto el LGK-974
como el ICG-001 inducen la inhibicién de la proliferacion celular tanto para la linea T47D-HMW como
para T47D-V. Por lo tanto, aqui repetimos esos ensayos a fin de compararlos con el modelo T47D-YB.
Observamos que ambas lineas celulares, T47D-YA e -YB, fueron sensibles al tratamiento con ICG-001

(Figura r-17 B), de manera similar a lo que ocurria con T47D-V y -HMW (Figura r-17 A)

En el caso del inhibidor LGK-974, se observa la inhibicion de la proliferacion celular en las lineas
T47D-V y -HMW. El LGK-974 en su dosis mas baja inhibié la proliferacion celular en el modelo T47D-
HMW, con lo cual este pareceria tener una mayor sensibilidad que su contraparte T47D-V (Figura r-17 C,
Tesis Dra. Figueroa). Por otro lado, este farmaco no indujo cambios significativos en la proliferacion

celular de las lineas T47D-YA e -YB (Figura r-17 D).
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Figura r-17 A-D. Proliferacion celular en lineas T47D bajo tratamiento con ICG-001 y LGK-974. (A, C)
Indice de conteo celular en las lineas T47D-HMW y T47D-V en condiciones control o tratadas con ICG-001
(0,5 uM; A) 0 LGK-974 (0,5 y 1 uM; C) durante 6 dias. (B, D) Indice de conteo celular en las lineas T47D-YB
y T47D-YA en las mismas condiciones de tratamiento con ICG-001 (B) o LGK-974 (D). En cada caso los
datos se relativizaron a la condicion control. Los datos se expresan como media + SD; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con
pldsmido vacio (p6NST50); T47D-HMW: T47D que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa);
T47D-YA o T47D-YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente.

En conjunto, estos resultados sugieren una mayor sensibilidad al bloqueo de la via de Wnt de la
linea que sobreexpresa artificialmente HMW-FGF2 (T47D-HMW) respecto de la linea T47D-YB que
expresa niveles mayores de HMW-FGF2. Ademds, el bloqueo de la via candnica de Wnt a nivel
transcripcional (ICG-001) parece tener un mayor efecto sobre la proliferacién celular que el bloqueo con

LGK-974.
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Dado que nuestros modelos resistentes expresaban altos niveles de AR y tenian una via de Wnt
desregulada y que, ademas, los andrégenos inducian y los bloqueantes de la via de Wnt inhibian Ia
proliferacion celular, quisimos investigar si existia un crosstalk entre ambas vias de sefializacidn con el fin

de estudiar los mecanismos involucrados en la resistencia endocrina.

Crosstalk AR-Wnt: proliferacidén celular

Para ello, en primer lugar, evaluamos el efecto del bloqueo de la via de Wnt sobre el aumento de la

proliferacion inducida por DHT.

Como el inhibidor de Wnt, ICG-001 mostraba un efecto inhibitorio mas pronunciado que el
LGK-974, y, acompanado de su mecanismo de accidon a nivel nuclear, nos permitia explorar también una
posible regulacidn transcripcional. Por lo tanto, elegimos el ICG-001 para continuar con los siguientes

experimentos.

El tratamiento combinado de DHT con ICG-001, en ambas dosis, revirtid el efecto proliferativo de
la DHT, tanto en la linea T4A7D-HMW (Figura r-18 A) como en T47D-YB (Figura r-19 A). Asimismo, en el
modelo T47D-HMW la reversién es incluso mayor que en T47D-YB, alcanzando niveles por debajo del
tratamiento control. Estos efectos se vieron reflejados también en las imagenes de las células creciendo

en monocapa bajo los distintos tratamientos (Figura r-18 B y r-19 B).
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Figura r-18 A-B. Efecto de DHT e ICG-001 en la proliferacion celular de la linea T47D-HMW. (A) indice de
proliferacion en T47D-HMW en condiciones control o tratadas con DHT (10 nM) e ICG-001 (0,5 y 1 uM),
solos 0 en combinacion, durante 6 dias. En cada caso los datos se relativizaron a la condicion control. (B)
Imdgenes representativas en campo claro al tiempo final en T47D-HMW bajo las condiciones control (C),
DHT 10 nM, ICG-001 1 uM y tratamiento combinado (DHT + ICG). Escala 100 um. Los recuadros muestran
ampliaciones de dreas seleccionadas para una mejor visualizacion de las células. Los datos se expresan
como media * SD; ***p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido de Tukey. T47D-HMW:

T47D transfectada con un pldsmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). Escala: 200 um.
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Figura r-19 A-B. Efecto de DHT e ICG-001 en la proliferacion celular de la linea T47D-YB. (A) indice de

proliferacion en T47D-YB en condiciones control o tratadas con DHT (10 nM) e ICG-001 (0,5 y 1 uM),

solos o en combinacion, durante 6 dias. En cada caso los datos se relativizaron a la condicién control. (B)

Imdgenes representativas en campo claro al tiempo final en T47D-YB bajo las condiciones control (C),

DHT 10 nM, ICG-001 1 uM 'y tratamiento combinado (DHT + ICG). Escala 100 um. Los recuadros muestran

ampliaciones de dreas seleccionadas para una mejor visualizacion de las células. Los datos se expresan

como media * SD; *p<0,05; ***p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de una via seguido de Tukey.

T47D-YB: T47D que expresa la isoforma B de PR. Escala: 200 um.
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En conjunto, estos resultados sugieren un crosstalk entre las vias de AR y Wnt en las lineas

celulares endocrino resistentes que expresan niveles elevados de HMW-FGF2.

O.E.2b: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestdgenos (ER*PRB-H) que expresan
altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar el efecto de inhibidores de la via de Wnt sobre la expresion de
AR.

Crosstalk AR-Wnt: expresion de AR

A partir de estos resultados, en una segunda instancia nos propusimos estudiar los mecanismos
involucrados en dicho crosstalk. Para ello, y teniendo en cuenta los elevados niveles de AR en el modelo

T47D-HMW, evaluamos el efecto de los inhibidores de Wnt sobre la expresion de AR.

En primer lugar, realizamos un ensayo exploratorio en células T47D-HMW para evaluar el efecto
del LGK-974 a distintos tiempos sobre la expresion de AR por Wb. Observamos a los 10 minutos una
expresion elevada de AR seguidos por bajos niveles a partir de las 6 h, que se mantienen al menos hasta
las 24 h (Figura r-20 A). En base al perfil obtenido, se eligidé el tiempo de 24 h para continuar con los
ensayos. En la Figura r-20 B observamos que el tratamiento con LGK por 24 h inhibié la expresidon de AR
in vitro. Aprovechando que contdbamos también con muestras del tumor T47D-HMW creciendo in vivo
en condiciones control y tratados con LGK-974, evaluamos la expresién de AR por Wb e IHQ, donde
también observamos una disminucién en la expresién de AR en los tumores tratados con el inhibidor

(Figurar-20 C).

Asimismo, realizamos ensayos similares, pero tratando con ICG-001 y determinamos que el
tratamiento redujo la expresion de AR tanto a nivel de proteina (Figura r-20 D) como de ARNm (Figura r-

20E).
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Figura r-20 A-E. Regulacion de la expresion de AR por LGK-974 e ICG-001 en la linea T47D-HMW. (A)
Expresion de AR por Wb y su cuantificacion en células T47D-HMW tratadas con LGK-974 1 uM a distintos
tiempos; B-actina se utilizé como control de carga (Ensayo preliminar N=1). (B-C) Expresion de AR por Wb
y su cuantificacion en células T47D-HMW tratadas con LGK-974 1 uM (B) y en tumores T47D-HMW (C);
se utilizaron ERK o GAPDH como controles de carga. A la derecha de (C) se muestran imdgenes
representativas por IHQ de AR en tumores T47D-HMW control o tratados con LGK-974 durante 21 dias.
(D-E) Expresion de AR a nivel de proteina por Wb (D) y de ARNm por RT-gPCR (E) y su cuantificacion en
células T47D-HMW tratadas con ICG-001 1 uM; se muestra el producto de PCR de 150 pb a tiempo final,

88



Resultados Parte Il

en un gel de agarosa (E, derecha). Se utilizaron ERK o GAPDH como controles de carga. Los datos se
expresan como media + SD (A'y C) o #SE (B, D y E); *p<0,05. Andlisis estadistico: t-test. HMW: T47D

transfectada con un pldsmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). Escala: 30 um.

Por otro lado, en el modelo T47D-YB, el tratamiento con los dos inhibidores de Wnt no afecté los

niveles de AR en las mismas condiciones ensayadas para T47D-HMW (Figura r-21 A-B).
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Figura r-21 A-B. Efecto de inhibidores de Wnt sobre la expresion de AR en la linea T47D-YB. (A) Expresion
de AR por Wb en células T47D-YB en condiciones control o tratadas con ICG-001 (0,5 y 1 uM) o LGK-974
(1 uM). Se utilizo B-actina como control de carga y su correspondiente cuantificacion relativizado al
control (B). Los datos se expresan como media + SE. *p<0,05 T47D-YB: T47D que expresa la isoforma B de

PR. Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la sobreexpresion de HMW-FGF2 no sdlo induce
elevados niveles de AR sino también una reduccién en los niveles de ER y PR (ver Antecedecentes),
evaluamos el efecto del LGK-974 sobre la expresiéon de ER y PR en la linea T47D-HMW. En ensayos
exploratorios a distintos tiempos observamos que a la hora de tratamiento se induce la expresién de ER,
mientras que a las 24 h la inhibicion de la via de Wnt no restauraria los niveles de ER (Figura r-22 A) ni
tampoco los de PR (Figura r-22 B). En linea con estos resultados, la evaluacidon de ER y PR en extractos
de tumores tratados con LGK-974 no alterd los niveles de ER (Figura r-22 C) ni PRB y disminuyd los
niveles de PRA (Figura r-22 D), sugiriendo que la via de Wnt no estd involucrada en los bajos niveles de

estos receptores hormonales, al menos directamente.
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Figura r-22 A-D. Efecto de LGK-974 (1 uM) sobre la expresion de ER y PR en células y tumores T47D-
HMW. Wb (A) y cuantificacion (B) para ER (N=2) y PR (N=1) a distintos tiempos de tratamiento de la linea
celular T47D-HMW con LGK-974 (1 uM). Se utilizé 8-actina como control de carga. Wb y cuantificacion de
ER (C), PR total, PRA, PRB, y relacion PRA/PRB (D) en tumores T47D-HMW tratados con LGK-974 in vivo.

Se utilizé vinculina como control de carga. En cada caso los datos se relativizaron a la condicién control.
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Los datos se expresan como media + SE; *p<0,05; **p<0,01. Andlisis estadistico: t-test. HMW: T47D

transfectada con un pldsmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).

O.E.2c: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestdgenos (ER*PRB-H) que expresan
altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar la unién de 8-catenina y TCF4 a sitios TCF/LEF en el promotor de
AR.

Crosstalk AR-Wnt: ensayos de ChIP

En cancer de préstata, el grupo del Dr. Buttyan y col. demostré que el promotor de AR presenta al menos
tres sitios funcionales LEF-1/TCF activados por B-catenina (Yang et al, 2006). Por lo tanto, con el objetivo
de investigar una posible regulacién génica entre ambas vias, realizamos ensayos de ChIP. Las células
T47D-HMW se trataron durante 45 minutos con ICG-001 y el ADN sonicado se inmunoprecipitd con
anticuerpos para B-catenina o TCF4. Las células se trataron durante 45 minutos con ICG-001. Finalmente,
se realizaron ensayos de gPCR utilizando primers disefiados para amplificar las secuencias conteniendo
los sitios TCF/LEF descriptos. Evaluamos varios sitios en el promotor de AR e identificamos dos sitios, el -
1257y el -733 (Figura r-23 A), en los cuales estaban interactuando B-catenina y TCF4 (Figura r-23 B-D) ya
qgue el tratamiento con ICG-001, que impide el pegado de B-catenina a sus genes blanco, disminuyd el
pegado de ambas proteinas en dichos sitios. Se utilizd6 GAPDH como control de la especificidad de la

unién en el promotor de AR.

Estos ensayos de ChIP también se realizaron en el modelo T47D-YB, pero los resultados

preliminares fueron insuficientes para poder sacar conclusiones.
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Figura r-23 A-D. Ensayos de ChIP en sitios TCF4/LEF del promotor del gen humano de AR para
T47D-HMW. (A) Esquema del promotor del gen AR mostrando los sitios de union TCF4/LEF (-1257, -733).
Andlisis por ChIP de la ocupacion de 6-catenina (B) y TCF-4 (C) en los sitios -733 y -1257 del promotor de
AR en células T47D-HMW en condiciones control o tratadas durante 45 min con ICG-001 (1 uM). (D)
Andlisis por ChIP del gen GAPDH usado como control técnico para la especificidad de la
inmunoprecipitacion en las mismas condiciones de tratamiento. Los sitios TCF4/LEF fueron definidos
segun (Yang et al, 2006). En cada caso los datos se relativizaron a la condicion control. Los datos se
expresan como media + SE; *p<0,05; **p<0,01. Andlisis estadistico: t-test. HMW: T47D transfectada con

un pldsmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).

En el modelo T47D-HMW, los inhibidores de la via de Wnt inhiben la expresion de AR, in vitro e in
vivo, y disminuyen la interaccion de 8-catenina y TCF-4 en sitios TCF/LEF en el promotor de AR. De esta

manera pudimos dar una interpretacion mecanistica para la interrelacion entre las vias de Wnt y de AR.
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0.E.3: En PDX luminales (ER*PRP®°/-AR*), estudiar el efecto de la dihidrotestosterona e inhibidores de la via

de Wnt sobre la proliferacion celular.

Crosstalk AR-Wnt: PDX
Como prueba de concepto, se estudid el crosstalk entre AR y Wnt en dos modelos PDX (767 y 781)

luminales desarrollados previamente en el laboratorio, ambos ER*PR"y HER2".

PDX767 — ensayo ex vivo. Se realizd un andlisis ex vivo en el que se utilizd un vibratomo para
cortar finas lonjas del tumor. Estas lonjas fueron cultivadas sobre esponjas durante 48 h en placas de
cultivo y se trataron durante ese tiempo con DHT, ICG-001 o la combinacién. Luego, sobre los cortes
fijados, se realizaron IHQ para Ki-67, como indicador de proliferacién celular (Figura r-24 B) y AR (Figura

r-24C).

A nivel histoldgico, el grupo control mostré cimulos con baja cohesién entre células. Tanto este
grupo como el tratado con ICG-001 mostraron esbozos de diferenciacién glandular, mientras que
tratamiento con DHT favorece la cohesividad celular, sin signos de diferenciaciéon. En el grupo con
tratamiento combinado, el efecto sobre la diferenciacion glandular fue mayor, observandose estructuras

glandulares mejor definidas (Figura r-24 A).

En cuanto al recuento de Ki-67 se obtuvo un aumento con el tratamiento con DHT y una
tendencia a la disminucion para ICG-001. El tratamiento combinado indujo una disminucién de la
proliferacion celular, sugiriendo una interrelacién entre ambas vias (Figura r-24 B). Por otra parte, el
tratamiento con DHT indujo un aumento en la expresidon de AR tanto por si solo como en combinacion

con ICG-001 (Figura r-24 C).
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Figura r-24 A-C. Ensayo ex vivo. Andlisis inmunohistoquimico de AR y Ki-67 en cortes de vibrdtomo del

modelo PDX767 (ER*PR*). (A-B) (A) Imdgenes representativas de cortes tumorales tefiidos con
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hematoxilina y eosina (H&E), e inmunomarcacion para Ki-67 y AR de explantos tratados durante 48 h en
las siguientes condiciones: control (C), DHT 10 nM (DHT), ICG-001 1 uM (ICG) y la combinacion DHT +
ICG-001 (DHT + ICG). (BC) Cuantificacion del porcentaje de células positivas para Ki-67 (B) o AR (C)
respecto al total de células tumorales en cada condicion experimental. Flechas: C e ICG, esbozo de
diferenciacion glandular; DHT+ICG, diferenciacion glandular. Los datos se expresan como media + SD;

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Andlisis estadistico: ANOVA de una via sequido de Tukey. Escala: 20 um.

PDX781 — ensayo in vivo. En este caso se hizo un ensayo in vivo de los tumores tratados durante
5 dias con DHT, LGK-974 o el tratamiento combinado, evaluando los mismos marcadores que para el

PDX767.

Al sacrificar los animales a los cinco dias post-tratamiento observamos una leve tendencia hacia
un mayor tamano tumoral en el grupo tratado sélo con DHT (Figura r-25 A). Para corroborar la
distribucidn sistémica de la hormona se evalud el peso y la histologia de las glandulas salivales ya que
estas son susceptibles a la accidon de los andrégenos (Dart et al, 2013). Observamos que el peso de las
glandulas salivales era superior en el grupo que habia sido tratado con DHT (Figura r-25 B). A nivel
histolégico, las glandulas salivales presentaron acumulacidon de microfilamentos y agrandamiento de
acinos y conductos (no mostrado en las figuras) lo que causa un aumento generalizado del tamafo
glandular, sin evidencia de proliferacién celular. Los tumores no presentaron cambios histolégicos
significativos con los distintos tratamientos, observandose nidos celulares bien estructurados en todos
los casos (Figura r-26 A). En cuanto a la expresion de Ki-67, tanto la DHT como el LGK-974 disminuyeron
su expresion, siendo mas evidente en el caso del inhibidor de Wnt. Con el tratamiento combinado
prevalecio el efecto inhibitorio del LGK-974 (Figura r-26 B). En contraposicion al PDX767, cuyos niveles
de AR en condiciones control son mas bajos que los del PDX781, el tratamiento con DHT no indujo
cambios en la expresion de AR. Sin embargo, de manera similar a lo observado en los modelos
experimentales, el LGK-974 disminuyd la expresion de AR respecto del control, aunque el efecto se anula

en presencia de DHT (Figura r-26 C).
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Figura r-25 A-B. Ensayo de crecimiento tumoral y peso de gldndulas salivares en el modelo PDX781. (A)
Curva de crecimiento tumoral representada como tamafio tumoral (mm?) medido desde el inicio de los
tratamientos (dias 101 a 105) en los grupos control, LGK-974 (5 mg/kg), DHT (20 mg/kg) y combinacién
DHT + LGK-974. (B) Imdgenes representativas de gldndulas salivares en los grupos control (C) y DHT
(izquierda), acompafiadas por la cuantificacion del peso de las glandulas salivales (g; derecha). Los datos

se expresan como media * SD; ***p<0,001 Andlisis estadistico: t-test Student.
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Figura r-26 A-C. Ensayo in vivo. Evaluacion histoldgica y andlisis inmunohistoquimico de AR y Ki-67 en el
modelo PDX781. (A) Imdgenes representativas de cortes tumorales tefiidos con hematoxilina y eosina

(H&E), e inmunomarcacion para Ki-67 y AR en ratones tratados durante cinco dias en las siguientes
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condiciones: control (C), DHT (20 mg/kg), LGK-974 (5 mg/kg) y combinacion DHT + LGK-974.
Cuantificacion del porcentaje de células positivas para Ki-67 (B) o AR (C) respecto al total de células
tumorales en cada condicion experimental. Los datos se expresan como media *+ SD; *p<0,05; **p<0,01.

Andlisis estadistico: ANOVA de una via sequido de Tukey. Escala: 20 um.

En conjunto, estos ensayos en modelos PDX permitieron complementar los resultados obtenidos
previamente en los modelos celulares enddcrino-resistentes. Si bien cada PDX posee caracteristicas
propias, pudimos determinar un crosstalk entre las vias de AR y Wnt a nivel de proliferacion celular (PDX
767) o de expresion de AR (PDX781), reforzando en xenoinjertos humanos los resultados obtenidos con

lineas celulares.

Como cierre de este capitulo podemos decir que el bloqueo de las vias de sefializacion de AR y/o
Whnt redujo la proliferaciéon celular en los modelos de CM resistentes derivados de la linea T47D y en los
PDX evaluados. En particular, nos enfocamos en las lineas T47D-HMW y T47D-YB, siendo el efecto mas
marcado en el modelo que sobreexpresa FGF2, es decir el HMW. En este ultimo modelo, se comprobd
una interaccion funcional directa entre las vias de AR y Wnt: la inhibicién de la via Wnt no solo suprimid
el efecto proliferativo inducido por el andrégeno, sino que también disminuyd los niveles de AR. Uno de
los mecanismos propuestos para la disminucién de AR es la interaccion de proteinas como B-catenina y

TCF4 en el promotor del gen de AR.
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Parte lll: Modelos in vivo: via de AR

0.E.4: En modelos PR o PRB-H creciendo en presencia o ausencia de estradiol (E2) exdgeno, estudiar el

efecto de agonistas androgénicos sobre el crecimiento tumoral y la diseminacion metastdsica.

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H y PR con E2

Antes del desarrollo del tamoxifeno, se utilizaban altas dosis de andrégenos para el tratamiento de
pacientes con enfermedad avanzada y los resultados eran prometedores (Galton, 1950). Actualmente, la
controversia respecto del rol de AR continla y algunos estudios proponen el uso de agonistas
androgénicos en tumores ER* (Hickey et al, 2021; Palmieri et al, 2024), mientras que otros respaldan la

inhibicidon de AR (D'Amato et al, 2016; De Amicis et al, 2010; Kono et al, 2017).

In vitro, nuestros resultados muestran que tanto T47D-HMW como T47D-YB se estimulan con
DHT. Por lo tanto, en primer lugar, investigamos el efecto in vivo de la testosterona en los modelos T47D-
HMW, T47D-YB y PDX707. Estos modelos son AR*, PRB-H (T47D-HMW e -YB) o PR (PDX707, xenoinjerto

proveniente de paciente) y requieren de la administracion exdgena de E2 para crecer.

En contraposicidn con lo observado in vitro, la administracidon de testosterona, en presencia de
E2, inhibidé levemente el crecimiento de T47D-HMW (Figura r-27 A) y marcadamente el del PDX707
(Figura r-27 C) con una tendencia en el mismo sentido para el tumor T47D-YB (Figura r-27 B). Estos
resultados se vieron reflejados también en el peso tumoral al final del experimento (Figura r-27 A-C).
Ademas, observamos un mayor numero de ratones con metdstasis pulmonares en el grupo portador de
tumores T47D-HMW tratado con E2 (100%, 5/5) respecto del grupo tratado con la terapia combinada
(20%, 1/5; p<0.05). Estros resultados estuvieron acompafiados de una tendencia al desarrollo de un
menor numero de focos metastdsicos en el grupo tratado con testosterona (Figura r-27 A-B). Ensayos de
IHQ en el tumor PDX707, muestran una marcacion nuclear intensa del AR luego del tratamiento con

testosterona (Figura r-27 C, derecha).

El efecto inhibitorio del tratamiento combinado con testosterona en T47D-HMW y PDX707 se
observd claramente a nivel histolégico donde se observaron pocos nidos tumorales rodeados de

abundante estroma (Figura r-28) en comparacién con los tumores no tratados.
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Figura r-27 A-C. Efecto de la testosterona sobre el crecimiento tumoral in vivo en modelos T47D-HMW,
T47D-YB y PDX707. Curvas de crecimiento tumoral, peso tumoral final y numero total de metdstasis por
ratén en T47D-HMW (AR*, PRB, HMW-FGF2°™) tratados con estradiol (E2; 0.25 mg) o con estradiol y
testosterona pellet 5 mg (E2+T) (A), y en T47D-YB (AR*, PRB, HMW-FGF2°'®) tratados con estradiol (E2) o
estradiol y testosterona pellet 10 mg (E2+T) (B). (C) Curvas de crecimiento y peso tumoral final en el
PDX707 (AR*, PR™) tratado con estradiol (E2) o estradiol y testosterona pellet 20 mg (E2+T), junto con
imdgenes representativas de la expresion de AR por IHQ en tumores control (C) y tratados con
testosterona pellet 20 mg (T). Los datos se expresan como media + SD; **p < 0,01; ***p < 0,001. Andlisis
estadistico: ANOVA para las curvas de crecimiento y t de Student para el peso tumoral y las metdstasis.

Escala: 100 um.
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Figura r-28. Histologia de tumores derivados de T47D-HMW, T47D-YB y PDX707 en condiciones control y
tratadas con testosterona. Cortes tumorales tefiidos con hematoxilina y eosina tratados con estradiol
(control) o con estradiol y testosterona (T; pellets de 5 mg en T47D-HMW, 10 mg en T47D-YB y 20 mg en

PDX707), que ilustran la histologia general de los tumores en cada condicion. Escala: 100 um.

En presencia de E2, la testosterona ejerceria un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral de

tumores luminales AR*PRB-H o AR*PR".

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H en ausencia de E2

Como estos tumores crecieron en presencia de E2, y los ensayos in vitro habian sido realizados con suero
depletado de hormonas, a continuacién, evaluamos si el efecto de la testosterona cambiaba segun si

hubiera, o no, E2 sistémico.

Ya sabiamos que los tumores T47D-HMW y PDX707 no crecian en ausencia de E2, por lo tanto,
hicimos un ensayo exploratorio con el tumor T47D-YB del cual desconociamos si era capaz de crecer en
ausencia de E2. Transplantamos los tumores y comenzamos los tratamientos desde el inicio segun el
siguiente esquema: Grupo 1 (sin E2), Grupo 2 (pellet E2), Grupo 3 (pellet testosterona), Grupo 4 (E2 en
agua de bebida y pellet testosterona). Este Ultimo grupo se agregd para poder retirar el E2 una vez que

los tumores hubieran crecido.

Curiosamente, este ensayo preliminar nos indicé que la testosterona induce el crecimiento del

tumor T47D-YB en ausencia de la administracion exégena de E2 (Figura r-29).
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Figura r-29. Efecto de la testosterona sobre el crecimiento tumoral en T47D-YB. Curvas de crecimiento y
peso tumoral final en tumores T47D-YB (AR*, PRB, HMW-FGF2°"®) implantados en ratones sin o con
estradiol (E2; pellet 0.25 mg), con testosterona 10 mg (T) o con estradiol (2ug/ml) y testosterona (10 mg)
(E2+T). Los datos se expresan como media + SD; *p < 0,05. Andlisis estadistico: ANOVA para las curvas de

crecimiento y ANOVA de una via seguido de test de comparaciones multiples para el peso tumoral final.

En base a estos ensayos, profundizamos en el efecto del andrégeno sobre el crecimiento tumoral
de T47D-YB en ausencia de E2. Tal cual lo observado en el ensayo exploratorio, corroboramos que la
testosterona indujo el crecimiento tumoral, reflejado tanto en el tamafio tumoral a lo largo del tiempo
como en el peso de los tumores al finalizar el experimento (Figura r-30 A). Esta reportado que la
testosterona puede aromatizarse a E2 por accién de la enzima aromatasa (Roncati et al, 2016). Por lo
tanto, para asegurarnos que el efecto observado era a través de la via de AR, evaluamos también la
accion de la DHT y del tratamiento combinado con enzalutamida. Si bien las diferencias no fueron
significativas, la DHT mostré tendencias similares a lo observado con testosterona. Mds aun, la
enzalutamida inhibié el efecto producido por la testosterona, indicando que el efecto observado era a
través de la activacion del AR. En relacién con las metastasis, no se registraron diferencias significativas
en el nimero de focos pulmonares (Figura r-30 B). En las imagenes histoldgicas se resaltan la gran

cantidad de mitosis observadas con los tratamientos androgénicos (Figura r-30 C).
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Figura r-30 A-C. Efecto de testosterona, dihidrotestosterona y enzalutamida solas o combinadas, sobre el
crecimiento tumoral y la diseminacion metastdsica en T47D-YB. (A) Curvas de crecimiento y peso tumoral
final en T47D-YB (AR*, PRB, HMW-FGF2°) tratados con vehiculo (C), testosterona (T, pellet 10 mg),
dihidrotestosterona (DHT, pellet 10 mg), enzalutamida (E, 25 mg/kg) o enzalutamida y testosterona
(E+T). (B) Numero total de metdstasis por raton y focos metastdsicos 210 o <10 células por raton en los
distintos grupos de tratamiento. (C) Cortes tumorales tefiidos con hematoxilina y eosina representativos
de cada grupo (C, DHT, T, E+T y E). Los recuadros (insets) muestran aumentos donde se sefialan figuras
mitdticas. Los datos se expresan como media * SD; *p < 0,05, ***p < 0,001. Andlisis estadistico:
Regresion lineal para las curvas de crecimiento y ANOVA de una via sequido de test de comparaciones

multiples para el peso tumoral y las metdstasis. Escala: 150 um.

De esta seccion podemos concluir que la testosterona actia como un inhibidor del crecimiento
tumoral en modelos luminales de CM AR*PRB-H o AR*PR’, pero sélo en presencia de E2. En ausencia de
E2, la testosterona indujo proliferacién tumoral, comportamiento que pudo ser revertido mediante el
antagonista enzalutamida. Estos resultados sugieren que el contexto hormonal determina el impacto de
la testosterona y plantean la posibilidad de utilizar al AR como blanco terapéutico en determinados

subgrupos de tumores luminales que presentan resistencia endocrina.
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Parte IV: Muestras humanas

Los resultados presentados en los capitulos anteriores indican que las variantes resistentes, T47D-YB y
T47D-HMW presentan desregulados varios componentes de la via de Wnt al mismo tiempo que
expresan altos niveles de AR y de FGF2. Asimismo, estas lineas celulares expresan bajos niveles de PR
total y una mayor proporciéon de PRB sobre PRA. A su vez demostramos que existe una interaccién entre
las vias de AR y Wnt y que esta interaccidon se manifiesta mediante la unién de B-catenina en sitios

TCF/LEF presentes en el promotor de AR.

Por lo tanto, en esta seccién, evaluamos la expresién a nivel de proteina de AR, FGF2, WNT4 y
WNT6 en muestras provenientes de pacientes con CM con el fin de establecer si existe alguna asociacién
entre las variables estudiadas y la expresién de PR e isoformas de PR o con parametros clinico-

patolégicos.

En nuestro laboratorio colaboramos con el Hospital de Pacheco Magdalena V. de Martinez, del
cual recibimos periddicamente muestras de tumores de pacientes con CM. Estas muestras fueron
clasificadas previamente de acuerdo con el perfil de expresién de isoformas de PR y contamos con el

seguimiento y los datos clinico-patolégicos de las pacientes.

A partir de los datos de expresion de ER, PR y HER2 por IHQ, obtenidos de la historia clinica de
las pacientes y del perfil de expresidon de isoformas de PR, se tomaron los tumores ER* HER2™ para
establecer cuatro subgrupos principales: (i) tumores con expresién positiva de PR sin considerar las
isoformas (ER*PR*); (ii) tumores PR negativos (ER*PR); (iii) tumores PR* con mayor expresién de PRA que

PRB (PRA-H) y (iv) tumores PR* con mayor expresiéon de PRB que PRA (PRB-H).

Caracterizacion clinica y molecular de la cohorte

En la Tabla r-1 se presentan las caracteristicas clinico-patolédgicas de la cohorte utilizada, compuesta
exclusivamente por pacientes con CM ER" y HER2" (100%). El grupo mayoritario corresponde a mujeres
mayores de 60 afios, seguido por los rangos de 51-60 afos, 40-50 afios y menos del 5% menores de 40

afos, lo que refleja la prevalencia tipica de la enfermedad en edades avanzadas y postmenopausicas.

En cuanto al subtipo histolégico, predomina el CI-NST, seguido por el lobulillar invasivo, con baja
frecuencia de otros subtipos. La mayoria de los tumores se encuentra en estadios I-l11A y 1IB-Ill, mientras
que el estadio IV representa menos del 10%. El grado histoldgico esta representado mayoritariamente

por tumores de grado moderado y alto, 2 y 3, respectivamente.
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Como era de esperar, la mayoria de los tumores ER* expresaron también PR (76.9%). En cuanto a

la expresion de isoformas de PR, entre los tumores PR*, prevalecieron los tumores PRA-H, seguidos de

los PRB-H y equimolares.

Frecuencia %
Edad
<40 7/219 3.2
41-50 30/219 13.7
51-60 55/219 25.1
>60 127/219 58.0
Subtipo histologico

CI-NST 164/221 74.2
CLI 34/221 15.4

CDLI 12/221 5.4

SE 11/221 5.0

Estadio tumoral

I-lIA 62/133 46.6
B-lll 59/133 44 4

v 12/133 9.0

Grado histologico

1 9/171 5.3
2 741171 43.3
3 88/171 514
PR* 173/225 76.9
PRA-H 89/225 39.6
PRB-H 92/225 23.1
EQUI 14/225 6.2

ND 18/225 8.0

ER* 225/225 100
ER*PR" 173/225 76.9
ER*PR- 92/225 23.1
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Tabla r-1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de pacientes con cdncer de mama. CI-NST:
carcinoma invasivo de ningun tipo especial (No Special Type); CLI: carcinoma lobulillar invasivo; CDLI:
carcinoma ductolobulillar invasivo; SE: subtipo especial. PRA-H: tumores con alta relacion PRA/PRB
(21,2); PRB-H: tumores con baja relacion PRA/PRB (<0,83); EQUI: tumores con niveles equivalentes de las
isoformas A y B del PR (ratio entre 0,83 y 1,2); ER: receptor de estrégeno alfa. HER2: receptor 2 del factor

de crecimiento epidérmico humano.

O.E.5: En una cohorte de pacientes ER* clasificados segun la expresion de PR (PR*, PR, PRA-H o PRB-H),
a) Evaluar los niveles de expresion de FGF2, AR, WNT4 y WNT6 por subgrupo.
b) Correlacionar la expresion de AR y FGF2 con pardmetros clinico-patoldgicos

¢) Evaluar la expresion conjunta de AR y FGF2 por subgrupo.

Expresion de AR en relacién con parametros clinico-patolégicos

En ensayos previos del laboratorio demostramos mediante IHQ que el subtipo ER*PR™ expresa AR con
mayor frecuencia y en mayores niveles que los tumores ER*PR* (ver Antecedentes) (Garcia et al, 2020).
En este trabajo, ampliamos la cohorte utilizada previamente en la Tesis doctoral de Figueroa y la tesis de
maestria de Garcia, para continuar estudiando las variaciones en la expresién del marcador AR

incorporando también muestras con distintas proporciones de isoformas de PR (Garcia et al, 2020).

En primer lugar, evaluamos la distribucién de las muestras categorizadas segun la expresién de
AR respecto de distintos pardmetros clinico-patoldgicos. En la Figura r-31 A se muestran imagenes
representativas de una marcacion baja (<10%) y alta (=10%) de AR nuclear en el parénquima tumoral. El
punto de corte se establecid en base a la bibliografia (Bronte et al, 2018). Observamos que la mayoria de
las muestras expresaron AR>10% y que no hubo diferencias significativas en la distribucién de las
muestras segun edad, subtipo histolégico, estadio tumoral, grado histolégico y presencia de ganglios
axilares respecto de la expresion alta o baja de AR (Tabla r-2). Sin embargo, podemos destacar que todas
las muestras de pacientes menores de 40 afios expresaron altos niveles de AR y que entre las pacientes
mayores de 60 afios, el 79% (93/118) expresaron AR>10% comparado con un 21% (25/118) que
expresaron AR<10%. En relacién con los subtipos histoldgicos, en los tumores con AR>10% observamos
tendencias hacia una mayor proporcion de las muestras correspondientes al carcinoma invasivo de
ningun tipo especial (CI-NST) y una menor proporcion al carcinoma lobulillar invasivo (CLI) con respecto a
las muestras que expresan AR<10%. Las variables estadio tumoral, grado histoldgico y ganglios axilares

positivos no varia entre ambos subgrupos.
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Figura r-31: Imdgenes representativas de baja (<10%, muestra 354, AR 0%) y alta (210%, muestra 748,
AR 100%) expresion nuclear de AR por IHQ en muestras tumorales de pacientes con cdncer de mama.

Escala: 60 um.
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AR210% (%) AR<10% (%) X?(p valor)
Edad <40 7/7 (100) 0/7 (0.0) 0.17
41-50 19/29 (65.5)  10/29 (34.5)
51-60 37/52(71.2)  15/52(28.8)
>60 93/118 (78.8)  25/118 (21.2)
Subtipo histolégico  CI-NST 124/155 (80.0) 31/155 (20.0) 0.17
Cu 20/32 (62.5) 12/32 (37.5)
CDLI 9/12 (75.0) 3/12 (25.0)
SE 6/9 (66.7) 3/9 (33.3)
Estadio tumoral I-IIA 43/56 (76.8)  13/56 (23.2) 0.99
HB-1I 44/57 (77.2)  13/57 (22.8)
\ 9/12 (75.0) 3/12 (25.0)
Grado histolégico 1 8/9 (88.9) 1/9 (11.1) 0.68
2 57/68 (83.8)  11/68 (16.2)
3 66/83(79.5)  17/83(20.5)
Ganglios axilares Positivo 67/89 (75.3) 22/89 (24.7) 0.89
Negativo  52/70(74.3)  18/70(25.7)

Tabla r-2: Frecuencia de expresion nuclear de AR (210% vs. <10%, evaluado por IHQ) segun pardmetros
clinico-patoldgicos en muestras tumorales humanas. Las frecuencias se presentan como casos/total para
edad, subtipo histoldgico, estadio tumoral, grado histoldgico, y estado de ganglios axilares. Andlisis

estadistico: Chi-cuadrado (X?).

Expresion de Ki-67 y AR nuclear
En base a la expresidon del marcador de proliferaciéon celular Ki-67 proveniente de las historias clinicas,

estratificamos las muestras segln la expresion nuclear de AR. En la Figura r-32 se observa que los
tumores con expresion elevada de AR (AR210%) presentan una mayor expresiéon de Ki-67 en
comparacién con aquellos con baja expresion de AR (AR<10%), tanto en el andlisis global como en el
subgrupo de pacientes con ganglios negativos donde esta diferencia se acentta (Figura r-32 A). Ademds,

si utilizamos un punto de corte de 20% para Ki-67 que corresponde al utilizado en las guias para
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diferenciar bajo y alto indice proliferativo, se observa una tendencia similar a la observada con la
variable continua tanto en el andlisis global como en el subgrupo ganglios negativos (Figura r-32 B). Estos

resultados indican que una elevada expresion de AR estd asociada a una mayor tasa proliferativa.
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Figura r-32 A-B. Relacion entre la expresion de AR y la proliferacion tumoral (Ki-67) en muestras de
pacientes con cdncer de mama. (A) Porcentaje de expresion de Ki-67 en muestras con baja (AR<10%) y

alta (AR210%) expresion de AR, considerando toda la cohorte (izquierda) o los casos con ganglios axilares
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negativos (derecha). (B) Porcentaje de pacientes con proliferacion elevada (Ki-67>20%) segun la
expresion de AR, en toda la cohorte (izquierda) y en el subgrupo con ganglios negativos (derecha). En los
violin plots, las lineas punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p<0,05; **p<0,01.

Andlisis estadistico: Mann Whitney (A) y Fisher (B).

Expresion de AR en pacientes categorizados seguin expresion de PR e isoformas de PR
Para continuar estudiando las variaciones en la expresidon del marcador AR, incorporando también

muestras con distintas proporciones de isoformas de PR.

La cuantificacién de las inmunomarcaciones para AR, determinando la expresién nuclear de
células tumorales viables positivas (0-100%) (Garcia et al, 2020), reveld una tendencia hacia una mayor
expresion nuclear de AR en el subgrupo ER*PR respecto de ER*PR* (Figura r-33 A). Asimismo, al analizar
la expresion de AR en funcion de la isoforma de PR predominante, se observé que los tumores PRB-H
presentan mayores niveles de AR en comparacién con los tumores PRA-H. Los tumores ER*PR", también
mostraron mayores niveles de AR, indicando que la falta de PR y/o la alta expresién de isoforma B del PR

estarian asociadas a una mayor expresién de AR (Figura r-33 B).
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Figura r-33 A-B. Cuantificacion del porcentaje de expresion de AR por IHQ en los distintos subtipos

tumorales ER*PR*, ER'PR™ (A) o PRA-H, PRB-H, ER*PR (B). En los violin plots, las lineas punteadas indican

la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p<0,05. Andlisis estadistico: Mann Whitney.
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A partir de los resultados anteriores y como, ademds de los tacos en parafina, contdbamos
también con extractos nucleares de algunas de las muestras de CM, seleccionamos algunas muestras
correspondientes a los subtipos ER*PR*, ER'PR’, PRA-H y PRB-H y evaluamos por Wb la expresidn nuclear

de AR.

Segln se detalla en la Figura r-34 A-B, el subgrupo ER*PR™ presentd mayores niveles de AR
nuclear en comparaciéon con el grupo ER*PR* y con las muestras PRA-H, reafirmando los resultados
obtenidos por IHQ (Figura r-33 A-B). Por otra parte, al evaluar la expresion de AR dentro del subgrupo
ER*PR*, observamos que las muestras PRB-H presentaron una tendencia hacia una mayor expresién de

AR nuclear respecto a las PRA-H (Figura r-34 B).
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Figura r-34 A-B. Expresion de AR por Wb y su correspondiente cuantificacion en extractos nucleares de
carcinomas mamarios luminales de pacientes clasificados segun su expresion de PR (A) o segun la

expresion de isoformas de PR (PRA-H y PRB-H) (B). Se utilizé un extracto nuclear de T47D-HMW como
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control positivo y 8-Tubulina como control de carga. En los violin plots, las lineas punteadas indican la
mediana y los cuartiles, respectivamente; **p<0,01; ***p<0,001. Andlisis estadistico: Mann Whitney.

T47D-HMW: linea T47D que sobreexpresa la isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa).

Expresion de FGF2 en relacidn con parametros clinico-patolégicos

En base a nuestros resultados experimentales, a continuacién, evaluamos la expresidon nuclear de FGF2
en una subcohorte incluida dentro de la cohorte descripta anteriormente. Nos focalizamos en la
cuantificaciéon de la marca nuclear en el epitelio tumoral ya que es la que corresponderia a las HMW-
FGF2. Para ello se realizd un score de marcacién, considerando el porcentaje de células positivas (0-
100%) y la intensidad de la marca (1 a 3) (Sahores et al, 2018). En la Figura r-35 se muestran imdgenes
representativas que ejemplifican un score bajo (score <5) y alto (score 25) para FGF2 nuclear. De acuerdo
con el tumor, la marca en el epitelio se localizé en el compartimento citosdlico y/o nuclear y con distinta
intensidad de marcacién. Asimismo, se observé que algunos tumores también expresaban FGF2 en el

nucleo de los fibroblastos estromales.
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Figura r-35. Imdgenes representativas de baja (score <5, muestra 637; score 1) y alta (>5, muestra 647;
score 285) expresion nuclear de FGF2 por IHQ en muestras tumorales de pacientes con cdncer de mama.

Escala: 60 um.
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Evaluamos la distribucién de las muestras categorizadas segun la expresién de FGF2 nuclear
respecto de distintos parametros clinico-patoldgicos (Tabla r-3). No observamos diferencias significativas
entre edad, subtipo histolégico, estadio tumoral, grado histoldgico o invasion de los ganglios axilares. Las
frecuencias fueron comparables entre grupos etarios para el score alto y bajo de FGF2 nuclear. Cabe
destacar que de las 8 pacientes con estadio IV, es decir, con metdstasis a distancia al momento del

diagndstico, el 75% (6/8) expreso altos niveles de FGF2 nuclear.

Score FGF2 25 (%) Score FGF2 <5 (%) X?(p valor)

Edad <40 1/1 (100) 0/1 (0.0) 0.81
41-50 9/17 (52.9) 8/17 (47.1)
51-60 15/30 (50.0) 15/30 (50.0)
>60 24/46 (52.2) 22/46 (47.8)
Subtipo CI-NST 32/67 (47.8) 35/67 (52.2) 0.20
histologico CLI 12/17 (70.6) 5/17 (29.4)
coLl 2/7 (28.6) 5/7 (71.4)
SE 2/3 (66.7) 1/3 (33.3)
Estadio tumoral  I-lIA 21/41 (51.2) 20/41 (48.8) 0.29
1B-Ill 16/36 (44.4) 20/36 (55.6)
v 6/8 (75.0) 2/8 (25.0)
Grado histolégico 1 4/7 (57.1) 3/7 (42.9) 0.59
2 18/34 (52.9) 16/34 (47.1)
3 17/40 (42.5) 23/40 (57.5)
Ganglios axilares Positivo 26/46 (56.5) 20/46 (43.5) 0.49

Negativo

14/29 (48.3)

15/29 (51.7)

Tabla r-3: Frecuencia de expresion nuclear de FGF2 (score =5 vs. <5, evaluado por IHQ) segun pardmetros
clinico-patoldgicos en muestras tumorales humanas. Las frecuencias se presentan como casos/total para
edad, subtipo histoldgico, estadio tumoral, grado tumoral y estado de ganglios axilares. Andlisis

estadistico: X°.
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En la Figura r-36 A se observa la expresion de Ki-67 en funcidn de la expresién de FGF2 nuclear. No se

observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresion de Ki-67 al comparar los grupos con

baja (FGF2<5) y alta (FGF22>5) expresion de FGF2, tanto en el conjunto global como en el subgrupo con

ganglios axilares negativos. No obstante, al estratificar las muestras seglin una alta (220%) o baja (<20%)

expresion de Ki-67 se observa una tendencia hacia un mayor porcentaje de pacientes con proliferacién

elevada en el grupo con alta expresién nuclear de FGF2 (FGF22>5), tanto en la cohorte total como en el

subgrupo con ganglios negativos, sugiriendo una posible asociacidon entre mayor expresion de FGF2 y

proliferaciéon celular, que podria confirmarse con una mayor cantidad de muestras (Figura r-36 B).
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Figura r-36 A-B. Relacion entre la expresion de FGF2 y la proliferacion tumoral (Ki-67) en muestras de
pacientes con cancer de mama. (A) Porcentaje de expresion de Ki-67 en muestras con baja (score
FGF2<5) y alta (score FGF2>5) expresion de FGF2, considerando toda la cohorte (izquierda) o los casos
con ganglios axilares negativos (derecha). (B) Porcentaje de pacientes con proliferacion elevada
(Ki-67220%) segun el score de FGF2, en toda la cohorte (izquierda) y en el subgrupo con ganglios
negativos (derecha). En los violin plots, las lineas punteadas indican la mediana y los cuartiles,

respectivamente. Andlisis estadistico: Mann-Whitney (A) y Fisher (B).

Expresion de FGF2 en pacientes categorizados segun expresion de PR e isoformas de PR

En ensayos previos del laboratorio demostramos que, dentro del grupo con grado histolégico 1 6 2, las
pacientes con tumores PRB-H expresaban mayores niveles de FGF2 que las pacientes PRA-H (Sahores et
al, 2018). Por lo tanto, aqui ampliamos la cohorte original y evaluamos también la expresiéon en el

subgrupo ER*PR" tanto por IHQ como por Wh.

El andlisis por IHQ reveld una tendencia hacia un incremento en la expresion nuclear de FGF2 en
el grupo ER*PR* en comparacién al grupo ER*PR" (Figura r-37 A) y esta diferencia fue significativa si

analizamos sdlo los tumores de grado histoldgico bajo (Figura r-37 B).

Al analizar la expresién de FGF2 en funcidn de la isoforma de PR predominante, se observé que
los tumores PRB-H presentaban niveles mas elevados de FGF2 en comparacién con los tumores ER*PR’, y
una tendencia respecto de los PRA-H (p=0.11) (Figura r-37 C). De manera similar, esta diferencia entre
PRB-H y PRA-H es significativa si sélo se incluyen en el analisis las muestras de grado histoldgico bajo

(Figurar-37 D).

117



Resultados Parte IV

A C p=0.11
—\ *d
o 300-p=0.06 g 3007, 57
2 n=70 2 =22
& 200 g 200-
Q I
® 100+ n=26 S 100- n= 26
0l== 0-
X 4 % )8\ I
& <& QUYL
B GH1y2 D GH1y2
n=9
o 2004 n=29 o 2007 N=16 wxx
- =
c c
N 150+ ~ 150-
n=11
< 100- X Q 100+
o o
S 50+ S 50-
o | Ll O
@ %
01 0 .
X I3 \z\ \2\
A ¥ &
& & & <

Figura r-37 A-D. Expresion nuclear de FGF2 segun subtipos luminales de cdncer de mama. Cuantificacion
del porcentaje de expresion nuclear de FGF2 por IHQ en tumores ER*PR*, ER*PR™ (A-B) o tumores PRA-H,
PRB-H comparados con ER*PR (C-D), considerando toda la cohorte luminal (A y C) o sélo las muestras
con grado histoldgico 1 y2 (By D; GH 1y 2). En los violin plots, las lineas punteadas indican la mediana y

los cuartiles, respectivamente; *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001. Andlisis estadistico: Mann-Whitney.
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En linea con lo realizado para el AR, también evaluamos la expresiéon de FGF2, tanto LMW-FGF2, HMW-
FGF2 como FGF2 total, en extractos nucleares por Wb (Figura r-38). Se cuantificaron las bandas y se
compararon los niveles de expresion en ER*PR* respecto de ER*PR’, encontrando niveles de expresion

similares entre ambos grupos (Figura r-38 A).

Focalizando en el grupo ER"PR", se detectaron menores niveles en la expresion de FGF2 total y
LMW-FGF2 en el subgrupo PRB-H respecto al grupo PRA-H. Esta diferencia no se observé para HMW-
FGF2 (Figura r-38 B).

Cabe destacar que el ensayo de Wb nos permitié distinguir la expresion de isoformas de FGF2,
pero no podemos determinar si esa expresién proviene del compartimento epitelial o estromal. Por lo
tanto, las diferencias encontradas entre los subgrupos por Wb para FGF2 podrian deberse a que el FGF2
también se expresa en el estroma tumoral. Como se observé en la Figura r-35 algunas muestras

tumorales mostraron incluso una marca positiva en el nicleo del compartimento estromal.
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Figura r-38 A-B. Expresion nuclear de FGF2 por Wb en carcinomas mamarios luminales. Wb de FGF2 en
extractos nucleares de tumores luminales de pacientes clasificados segtn su expresion de PR (ER*PR* vs
ER*PR;, A) o segun expresion de isoformas de PR (PRA-H y PRB-H, comparados con ER*PR’, B); con sus
cuantificaciones relativas de FGF2 total, LMW-FGF2 y HMW-FGF2 normalizadas a 8-tubulina. En los
violin plots, las lineas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p <
0,05; **p < 0,01. Andlisis estadistico: Mann-Whitney. LMW-FGF2: isoforma de bajo peso molecular de
FGF2 (18 kDa); HMW -FGF2: isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa).

Asociaciéon AR-FGF2 por Wb e IHQ

Como prueba de concepto, nuestro siguiente objetivo fue evaluar la expresién concomitante de AR y
FGF2 nucleares en los distintos subgrupos a partir de las cuantificaciones realizadas por Wb e IHQ

mencionadas en los parrafos anteriores.

En la Figura r-39 A se ilustra en un set de muestras ER* la expresién de AR y FGF2 por Wh. A
partir de la cuantificacién de las bandas correspondientes en muestras evaluables simultdneamente
tanto para AR como para FGF2, se realizd la correlacidon de Spearman. Se observé que, en la cohorte ER*

analizada, existe una correlacion positiva entre la expresidon nuclear de AR y FGF2 total (Figura r-39 B).

Por otro lado, correlacionamos los datos de los marcadores AR y FGF2 nucleares obtenidos por
IHQ. En ensayos previos (ver Antecedentes; Tesis Figueroa) con una cohorte mas pequefia habiamos
observado una tendencia no significativa en el subgrupo ER*PR™ a una mayor expresion de AR en tumores
con altos niveles de FGF2 nuclear. Por lo tanto, en este trabajo, ampliamos nuestra cohorte luminal

evaluando tanto los subtipos ER*PR* y ER*PR" como también los PRA-H y PRB-H.

La cuantificacidn realizada por IHQ mostrdé que la proporcion de AR nuclear no difiere de manera
significativa entre tumores ER*PR* estratificados segun el score nuclear de FGF2 bajo o alto, mientras que
en los tumores ER*PR™ se observa una mayor expresién nuclear de AR en los casos con FGF2 nuclear alto
(Figura r-39 C). En los analisis por subgrupos de isoformas de PR, no se encontraron diferencias en PRA-
H, mientras que en el grupo PRB-H se detecta un aumento del AR nuclear en los casos con score elevado

de FGF2 (Figura r-39 D).
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Figura r-39 A-D. Relacion entre FGF2 nuclear y AR en carcinomas mamarios luminales. (A) Wb de AR y
FGF2 en extractos nucleares de tumores ER", con 8 -tubulina como control de carga. (B) Correlacion entre
los niveles nucleares totales de FGF2 y AR determinados por Wb (n = 36). (C) Porcentaje de AR nuclear
por IHQ en tumores ER*PR* (N=64) y ER*PR (N=26) agrupados segun score nuclear de FGF2 bajo (<5) o
alto (>5). (D) Porcentaje de AR nuclear en los subgrupos PRA-H (N = 33) y PRB-H (N = 22) estratificados de
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igual modo segtn el score nuclear de FGF2. En los violin plots, las lineas punteadas indican la mediana y
los cuartiles, respectivamente; *p < 0,05 y **p < 0,01. Andlisis estadistico: correlacion de Spearman (B) y
Mann-Whitney (C-D). LMW-FGF2: isoforma de bajo peso molecular de FGF2 (18 kDa); HMW-FGF2:

isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa).

En resumen, la estratificacidon segln la inmunomarcacién evidencié una mayor expresion de AR
en tumores PR™ y PRB-H con niveles elevados de FGF2 nuclear (score>5) (Figura r-39 C-D). Estos datos
indican un co-enriquecimiento preferencial de AR y FGF2 nucleares en tumores luminales con pérdida de
PR o predominio de PRB, lo que respalda su implicancia como marcadores moleculares en subtipos de

CM clinicamente mas agresivos.

Expresion de los marcadores WNT4 y WNT6 en pacientes con CM

WNT4
Nuestras evidencias experimentales indican la desregulacion de la via de Wnt en las variantes resistentes

endocrinas con mayor expresion de AR y HMW-FGF2. En particular, demostramos el aumento en la
expresion de WNT4 o WNT6 en las T47D-YB y T47D-HMW, respectivamente. Por lo tanto, analizamos la

expresion de estos ligandos en pacientes con CM luminal.

Evaluamos la expresion de WNT4 por IHQ en los distintos subgrupos. En la (Figura r-40 A) se
observan imadagenes representativas de la inmunomarcacién para WNT4 que se localizd en el
citosol/membrana del epitelio tumoral. La cuantificacion del porcentaje de expresién de WNT4 reveld
una tendencia hacia una mayor expresion de WNT4 en el subgrupo ER*PR en relacion con ER*PR* (Figura
r-40 B) y no se observaron diferencias significativas en el subgrupo PRB-H respecto de PRA-H (Figura r-40

0).
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Figura r-40 A-C. Expresion de WNT4 por IHQ en carcinomas mamarios luminales. (A) Imdgenes
representativas de la inmunomarcacion para WNT4 (muestra 630; 19 %). (B) Porcentaje de células
positivas para WNT4 en tumores ER*PR* y ER*PR". (C) Porcentaje de células positivas para WNT4 segtn
la isoforma predominante de PR (PRA-H, PRB-H) y en tumores ER*PR". Los datos se expresan como
porcentaje de células positivas en relacion al total de células tumorales por campo de 400X. En los violin
plots, las lineas punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. Andlisis estadistico:

Mann-Whitney. Escala: 300 y 60 um.
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Al analizar la expresién de WNT4 por Wb en extractos tumorales citosdlicos se obtuvieron
tendencias similares a las obtenidas por IHQ y estas diferencias se acentuaron al comparar los subgrupos

ER*PR respecto del PRA-H (Figura r-41 A-B).
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Figura r-41 A-B. Expresion de WNT4 por Wb en extractos citosdlicos de carcinomas mamarios luminales.
(A) Imdgenes representativas de Wb que muestran la expresion de WNT4 en tumores clasificados segun
la expresion de PR (ER*PR* y ER*PR"). (B) Expresion de WNT4 en tumores agrupados segun la isoforma
predominante de PR (PRB-H y PRA-H), comparados con tumores ER*PR™. A la derecha se observan las
cuantificaciones relativizadas a la expresion de vinculina que se utilizd como control de carga. En los
violin plots, las lineas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. Andlisis

estadistico: Mann-Whitney.
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WNT6
Luego, evaluamos la expresion de WNT6 por IHQ en muestras de pacientes con tumores luminales. En la

Figura r-42 A observamos imagenes representativas del marcador WNT6 por IHQ. En general, la
expresion fue predominantemente epitelial y la marca fue citoplasmatica, en casquete en el citoplasma
o perinuclear, en ocasiones con expresién de membrana mds intensa en el borde de los nidos en
contacto con el estroma y en las interacciones celulares. La cuantificacién de la marca en las muestras
distribuidas por subgrupos indicé una tendencia a una mayor expresion de WNT6 en las muestras ER*PR
y PRB-H respecto de los subgrupos ER*PR* (Figura r-42 B) y PRA-H (Figura r-42 B) respectivamente. Es
interesante destacar que las muestras PRB-H presentan niveles similares de WNT6 a las ER*PR" (Figura r-

42 B).
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Figura r-42 A-B. Expresion de WNT6 por IHQ en carcinomas mamarios luminales. (A) Imdgenes

representativas de la inmunomarcacion para WNT6 en tumores ER*PR*, ER*PR™, PRA-H y PRB-H. (B)
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Porcentaje de células positivas para WNT6 en tumores clasificados segtn la expresion de PR (ER*PR* y
ER*PR~, izquierda) o segun la isoforma predominante de PR (PRA-H, PRB-H y ER*PR~, derecha). En los
violin plots, las lineas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. *p <

0,05. Andlisis estadistico: Mann-Whitney. Escala: 30 um.

O.E.5d: En una cohorte de pacientes ER* clasificados segun la expresion de PR (PR*, PR", PRA-H o PRB-H),

investigar la sobrevida global en pacientes con altos o bajos niveles de AR o FGF2 nuclear por subgrupo.

Sobrevida global en nuestra cohorte de pacientes

Para profundizar en el impacto clinico de los biomarcadores estudiados, se realizd6 un analisis de
supervivencia global (SG) en las mismas cohortes de pacientes con CM estudiadas anteriormente, y
ampliando alguno de estos resultados utilizando datos de expresidn génica extraidos de bases publicas

como cBioportal.

Subgrupos ER*PR*, ER*PR’, PRA-H y PRB-H
En la cohorte total, no se observaron diferencias significativas en las curvas de SG entre los grupos
ER*PR* vs. ER*PR™ (Figura r-43 A) y PRA-H vs. PRB-H (Figura r-43 B). Al analizar exclusivamente las
pacientes con ganglios axilares negativos al diagndstico, identificamos una peor SG para el subtipo ER*PR"
respecto del ER*PR* (Figura r-43 C), aunque debido al bajo numero de pacientes en el subgrupo ER*PR,
es necesario aumentar el N para confirmar estos resultados. En el caso de las pacientes PRB-H, si bien las
diferencias no fueron significativas con PRA-H, se acentuaron las tendencias hacia una peor SG para el
subgrupo PRB-H (Figura r-43 D).

Esta acentuacion de las diferencias en pacientes sin compromiso ganglionar sugiere que, en
ausencia de diseminacién locorregional, las caracteristicas bioldgicas propias del tumor —como el perfil
de receptores hormonales y la isoforma predominante de PR— pueden adquirir un peso relativo mayor

en la evolucidn clinica.

De todos modos, de aqui en adelante los andlisis de SG se realizaron, salvo excepciones, sobre la
cohorte completa (incluyendo pacientes con diseminacién ganglionar) ya que, al estratificar por
expresién de biomarcadores, seleccionar una subcohorte de ganglios negativos derivé en muy pocas

muestras, dando lugar a resultados estadisticamente invalidos o poco confiables.
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Figura r-43 A-D. Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global (SG) en pacientes con carcinomas
mamarios luminales. (A—B) SG en la cohorte completa (ganglios positivos y negativos) segun la expresion
de PR (ER*PR* vs. ER*PR’, A) o segun la isoforma predominante de PR (PRA-H vs. PRB-H, B). (C-D) SG en
los pacientes sin diseminacion locorregional (ganglios negativos) estratificada de igual modo (ER*PR* vs.
ER*PR’, C; PRA-H vs. PRB-H, D). En cada grdfico se indica el nimero de casos por grupo (N), el cociente de
riesgo (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de Log-rank. El eje X representa el

tiempo de seguimiento en meses.

Estratificacion por expresion de AR: subgrupos ER*PR, ER'PR’, PRA-H y PRB-H
En primer lugar, comparamos la SG en la cohorte general estratificando las muestras con alto (210%) y
bajo (<10%) porcentaje de AR nuclear, tanto en la poblacién total como en el subgrupo con ganglios

negativos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en ningun contexto (Figura r-44

A).
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Luego, realizamos el mismo analisis, pero considerando los subgrupos ER*PR*, ER*PR’, PRA-H vy
PRB-H para evaluar el impacto de la expresién de AR en cada subtipo. Si bien no se observaron
diferencias significativas en ninguno de los subgrupos evaluados, se observaron tendencias hacia una
peor SG en los casos con bajo porcentaje de AR nuclear en el subtipo ER*PR" (Figura r-44 B) y alta

expresion de AR en el subgrupo PRB-H (Figura r-44 C).
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Figura r-44 A-C. Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global (SG) en pacientes con cancer de mama
luminal, segun la expresion nuclear de AR por IHQ. (A) SG en la cohorte total (izquierda) y en el subgrupo
con ganglios negativos (derecha), comparando pacientes con AR 210% y AR <10%. (B) SG en los
subgrupos ER*PR* (izquierda) y ER*PR (derecha) segun el porcentaje de AR nuclear. (C) SG en los
subgrupos PRA-H (izquierda) y PRB-H (derecha) de acuerdo con la expresion de AR. En cada grdfico se
indica el numero de casos por grupo (N), el cociente de riesgos (HR), su intervalo de confianza (IC) y el

valor de p del test de Log-rank. El eje X representa el tiempo de sequimiento en meses.

Teniendo en cuenta que en la bibliografia estd reportado que en el subgrupo ER*PR" la mayor
expresion de AR se asocia con peor prondstico (Wang et al, 2024), nos llamd la atencién el resultado en
el subgrupo ER*PR" donde se aprecié una tendencia a peor evolucion en los casos con bajo porcentaje de

AR nuclear (Figura r-45).

Por este motivo extendimos el andlisis tomando datos de bases publicas tales como cBioportal
(METABRIC), con el fin de contrastar los hallazgos obtenidos en nuestra cohorte. Los puntos de corte
para definir alta y baja expresién de AR fueron determinados mediante el programa Cutoff Finder
(Budczies et al, 2012). Para este estudio, se seleccionaron Unicamente tumores con ganglios axilares
negativos, permitiendo asi una comparaciéon mas homogénea y relevante desde el punto de vista

prondstico.

Se evalud la SG en los subgrupos ER*PR* y ER*PR’, de acuerdo con niveles bajos y altos de
expresion de AR definidos por valores de corte especificos para cada uno de los subgrupos. Los
resultados obtenidos en la plataforma publica mostraron que tanto en ER*PR* como ER*PR’, una mayor
expresion de AR se asocia con peor SG, aunque esta diferencia fue mds marcada en el subgrupo ER*PR".
Esta estrategia de validacion con datos independientes permitié robustecer el analisis y profundizar la
discusion sobre el rol del AR como marcador prondstico en CM luminal sin compromiso ganglionar. Estos
resultados sugieren que, en un futuro, deberiamos ampliar nuestra cohorte para generar resultados mas

sdlidos en relacion a la SG.
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Figura r-45. Curvas de Kaplan-Meier de SG generadas a partir de datos de expresion génica (mRNA) de
AR obtenidos de la base publica cBioPortal (cohorte METABRIC) para cancer de mama con ganglios
negativos. La SG se evalud en los subgrupos ER*PR? (izquierda) y ER*PR (derecha) estratificados segun
los valores de corte de expresion de AR indicados en cada panel. En cada grdfico se muestra el numero
de casos por grupo (N), la razon de riesgos (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de

Log-rank; el eje X representa el tiempo de sequimiento en meses.

Estratificacion por expresion de FGF2: subgrupos ER*PR*, ER*PR", PRA-H y PRB-H

De forma andloga, se siguieron los mismos pasos para evaluar el impacto de la expresidon de FGF2 en la
evolucidn clinica de nuestra cohorte, para lo cual se estratificd a las pacientes segun niveles altos (score
>5) o bajos (score<5) de este marcador en los distintos subgrupos. Las comparaciones en la SG de la
cohorte en general, tanto en presencia como en ausencia de diseminacion locoregional, no marcaron
diferencias significativas (Figura r-46 A). Al separar en subgrupos, no se observaron diferencias
significativas en la SG en los distintos subtipos. Sin embargo, cabe destacar, en los subtipos ER*PR* y PRA-
H las curvas sugirieron cierta tendencia hacia una mejor sobrevida en las pacientes con mayor expresion

de FGF2 (Figura r-46 B-C).
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Figura r-46 A-C. Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global (SG) en carcinomas luminales de mama de
acuerdo con la expresion nuclear de FGF2 por IHQ. (A) SG en la cohorte total (izquierda) y en el subgrupo
con ganglios negativos (derecha). (B—C) SG en los subgrupos ER*PR* y ER*PR" (B) y PRA-H y PRB-H (C)

segun la puntuacion nuclear de FGF2. En cada grdfico se muestra el numero de casos por grupo (N), el
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cociente de riesgo (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de Log-rank. El eje X indica el

tiempo de sequimiento en meses.

Cabe destacar que también se realizaron los mismos analisis con datos de sobrevida libre de

progresion sin observarse diferencias significativas entre los grupos.

En conjunto, los datos indican que los tumores ER*PR y PRB-H expresan mayores niveles de AR
que los tumores ER*PR* y PRA-H, respectivamente. La mayor expresion de AR estd asociada con una
mayor tasa proliferativa. En cuanto a la expresion nuclear de FGF2, no seria un marcador independiente
de los subgrupos ER*PR" y PRB-H; sin embargo, al combinar su expresion nuclear junto con AR, estos
podrian servir como marcadores de ambos subgrupos. Los resultados de SG presentados en esta tesis no
son suficientes para determinar si la expresion conjunta de AR y FGF2 nucleares puede estar asociado a
mal prondstico. Respecto a la expresion de WNT4 y WNT6 no obtuvimos resultados concluyentes para

asociarlos con los diferentes subtipos tumorales analizados.
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DISCUSION

Parte I- Via candnica de Wnt

Expresion y activacion de la via de Wnt en CM y resistencia endocrina

La activacidn aberrante de la via de sefalizacion Wnt se ha asociado con la tumorigénesis en multiples
tejidos, incluido el tejido mamario (Turashvili et al, 2006; Yin et al, 2018; Yu et al, 2016). El modelo
generalmente aceptado sobre la alteracion de esta via durante la transformacién mamaria sostiene que,
a través de cambios epigenéticos, se incrementa la expresion de los agonistas de la via candnica de Wnt,
mientras que se reduce la expresion de los antagonistas (Koval & Katanaev, 2018). En concordancia,
Lamb vy col. reportaron niveles mas elevados de AXIN2, FZD4 y LEF1 en lineas celulares de CM humano
respecto de lineas mamarias normales, ademas de un incremento de genes asociados a la via candnica
de Wnt en poblaciones enriquecidas en células madre tumorales (Lamb et al, 2013). Asimismo, se ha
descripto que la expresion de LRP6 se encuentra aumentada en CM, con mayor frecuencia en subtipos

TNBC, y que su inhibicidn resulta suficiente para bloquear la proliferacién celular (Liu et al, 2010).

En el contexto de la resistencia a la terapia endocrina, la evidencia disponible se centra en la
interaccién con el ER. En lineas celulares resistentes a tamoxifeno, diversos autores han demostrado que
la activacién de la via Wnt podria participar como un factor intrinseco en la transicidn hacia la resistencia
endocrina, y que la inhibicién de esta sefializacién podria constituir una estrategia terapéutica eficaz
para superar la resistencia al tamoxifeno (Fu et al, 2020; Won et al, 2016). Recientemente, un estudio
identific6 a WNT11 como uno de los genes diferencialmente expresados y asociados a recurrencia en

muestras de pacientes con CM ER* (Jones et al, 2025).

En concordancia con lo reportado en la bibliografia en modelos de CM resistentes a tamoxifeno,
nuestros resultados evidenciaron un aumento de ligandos y componentes tempranos de la via de Wnt en
los modelos resistentes a terapia con antiprogestagenos en comparacidn con sus lineas parentales. Entre
ellos, detectamos fosforilacion del co-receptor LRP6 y aumento de DVL2. Cabe destacar que, en la
mayoria de los casos detectamos una doble banda para DVL2, correspondiendo la de mayor peso
molecular a la proteina fosforilada (Endo et al, 2005; Gonzalez-Sancho et al, 2004), indicando la

activacion de la via.
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Actividad de la via de Wnt: B-catenina

La B-catenina desempefia un papel central en la regulacién del desarrollo mamario y la tumorigénesis.
En la membrana plasmatica, coopera con las cadherinas para sostener la integridad del epitelio
mamario, mientras que en el ndcleo regula programas de expresién génica esenciales para la biologia de
las células madre mamarias durante el desarrollo de la glandula. Tanto la pérdida de B-catenina en las
uniones célula-célula como su acumulacién en el citosol o en el nicleo, puede ocurrir de manera

independiente, y ambos eventos se asocian con una mayor predisposiciéon al CM (Incassati et al, 2010).

En nuestro modelo, los ensayos de Wb realizados con extractos celulares y tumorales mostraron
una tendencia hacia una mayor expresion de B-catenina en las lineas resistentes en comparacién con las
endocrino-sensibles. Este resultado se complementd con ensayos de IHQ, en los que se observd la
acumulacién de B-catenina en el compartimiento citosélico. Dado que esperdbamos también un
aumento en la fraccién nuclear, evaluamos su expresidon mediante Wb en extractos nucleares, lo que
permitié confirmar tanto su localizacion como su expresion en las lineas resistentes a mifepristona. Estos

datos sugieren que el protocolo de IHQ empleado no fue adecuado para revelar el antigeno en el nucleo.

En conjunto, la localizacidn citosdlica y nuclear de B-catenina, junto con el incremento de pLRP6
y DVL2 en las variantes resistentes respecto de las parentales, respalda la activacion de la via de Wnt en

el contexto de resistencia a mifepristona.

Evidencias de activacion de la via de Wnt por LMW-FGF2

Las evidencias en células madre embrionarias y neurales demuestran que LMW-FGF2 activa la via de
Whnt principalmente mediante la induccién de la fosforilacion de GSK-3p a través de PI3K, lo que favorece
la translocacién nuclear de B-catenina y la activacion de factores TCF/LEF (Ding et al, 2010; Shimizu et al,
2008). Ademas, en pez cebra se ha demostrado que las vias de Wnt y FGF2 actian de manera

coordinada para regular la proliferacién de células progenitoras (Tang et al, 2019).

En la glandula mamaria normal, el FGF2 ejerce su accidn principalmente a través de FGFR1/2 que
activa MAPK que inducen la fosforilacion de B-catenina, lo que inhibe su ubiquitinacién y degradacion
proteasomal, aumentando su actividad transcripcional y promoviendo la proliferacion celular. En este
contexto, el FGF2 proviene fundamentalmente del estroma y actua sobre sus receptores en el epitelio
mamario, mientras que B-catenina contribuye a la estabilizacion de complejos de adhesion mediados por

E-cadherina (Dalton, 2013; Fei et al, 2013).

136



Discusion

En CM las evidencias son aun limitadas. Pond y col. demostraron en modelos murinos y lineas
celulares de CM humano que la activacién de FGFR1 induce la expresion de multiples genes blanco de la
via de Wnt/B-catenina (Pond et al, 2010). Hasta el momento, los estudios sobre la interrelacion entre las
vias de FGF y Wnt se han centrado principalmente en la actividad de FGF2-LMW a través de FGFR de

membrana.

Nuestros resultados, tanto en la linea T47D-LMW como en T47D-HMW, muestran una mayor
actividad de la via de Wnt en comparacion con la linea parental. Hasta donde sabemos, esta constituye la
primera evidencia de activacién de la via de Wnt mediante isoformas HMW-FGF2. No obstante, debe
considerarse que estas células liberan, aunque en niveles muy bajos, LMW-FGF2, lo que podria estar

también contribuyendo a la activacion de la via de Wnt.

Parte II- Mecanismo

Crosstalk FGF2—AR-Wnt
Las evidencias que vinculan la via de AR con la de Wnt provienen principalmente del cancer de préstata
(Chesire et al, 2002; Li et al, 2025). Uno de los trabajos mas emblematicos demostrd una interaccién
entre B-catenina y AR, en la cual B-catenina potencia la actividad de AR dependiente de ligando. Los
autores propusieron que la pérdida de E-cadherina puede incrementar los niveles de B-catenina, lo que
contribuiria directamente a la invasividad y a un fenotipo tumoral mas agresivo al potenciar la actividad
de AR durante la progresidon del cancer de préstata (Yang et al, 2002). Posteriormente, Yang y col.
demostraron que el gen de AR esta bajo el control transcripcional de LEF-1/TCF (Yang et al, 2006). En
base a los sitios descriptos en ese trabajo, realizamos ensayos de ChIP para evaluar si alguno de esos
sitios en el promotor de AR estaba ocupado por un complejo proteico que incluyera TCF4 y B-catenina,
comprobando que al menos dos de ellos permitian la unidn de dichas proteinas.

En CM las Unicas evidencias disponibles provienen de modelos experimentales triple negativos
(Rahim & O'Regan, 2017). En células MDA-MB-453, Ni y col. (Ni et al, 2011) reportaron que el
tratamiento con DHT induce el aumento de WNT7B y la activacion e interaccién nuclear de B-catenina

con AR, demostrando una interrelacién en sentido inverso, es decir, de AR hacia Wnt.

La interrelacién entre las vias de AR y FGF cumple funciones tanto en condiciones fisioldgicas
como patologicas (Chung et al, 2016). En cancer, y de manera similar a lo observado para la via de Wnt,

la mayor parte de las evidencias que vinculan AR con FGF provienen de estudios en cancer de préstata
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(Rosini et al, 2002; Zhu & Kyprianou, 2008). En lineas celulares de esta neoplasia, la activacion de AR
induce la expresion y liberacién de FGF2, el cual a su vez, modula la expresion de la proteina
antiapoptotica Bcl-2, favoreciendo la supervivencia celular (Rosini et al, 2002). Nuestros resultados
indican que también existe una regulacidn en sentido inverso, en la que FGF2 induce la expresion de AR.
Hasta el momento, aportamos evidencias que sugieren que esta regulacion seria indirecta y mediada por

la activacién de la via candnica de Wnt.

En este trabajo de tesis establecimos por primera vez una interrelacién entre las vias de FGF2, AR
y Wnt en CM luminal, aportando una interpretacién mecanistica para el aumento en la expresién de AR,
el cual podria contribuir a la resistencia a la terapia con antiprogestdgenos. Nuestros hallazgos
posicionan a los inhibidores de las vias de Wnt y AR como potenciales blancos terapéuticos en CM

luminal refractario a la terapia endocrina.

Propuesta terapéutica: inhibidores de la via de Wnt y AR

Clinicamente, niveles elevados de FGF2 se han asociado con enfermedad avanzada y mal prondstico en
multiples tipos de tumores (Ardizzone et al, 2023; Cuevas et al, 2013). Sin embargo, su papel en el CM
sigue siendo controvertido, probablemente debido a la falta de distincidn entre la expresién especifica
de isoformas y la localizacion subcelular (Faridi et al, 2002; Yiangou et al, 1997). El HMW-FGF2 nuclear se
ha vinculado con resistencia terapéutica en contextos de endocrinoterapia, quimioterapia y radioterapia

(Ader et al, 2002; Li et al, 2015; Sahores et al, 2018).

Desde el punto de vista terapéutico, la inhibicidn directa de FGF2/FGFR ha resultado desafiante
debido a la toxicidad y a la falta de biomarcadores predictivos (Cerliani et al, 2011; Marin et al, 2024;
Piasecka et al, 2016). Nuestro estudio identifica a AR y Wnt como efectores rio abajo de FGF2,
susceptibles de intervencién farmacoldgica, que se activan de manera consistente en modelos
experimentales con expresion nuclear de FGF2. El bloqueo de AR es una estrategia validada en cancer de
préstata (Westaby et al, 2022) y esta ganando terreno en CM, particularmente en el subtipo triple
negativo AR*, con evidencia emergente que respalda su relevancia en tumores luminales (Sridhar et al,

2025).

En estudios previos de nuestro laboratorio, mostramos que la enzalutamida suprimio la
proliferacion en células resistentes a antiprogestagenos, con alta expresién de AR, dominancia de PRB y
sobreexpresién de FGF2. La inhibicién de Wnt redujo ain mas el crecimiento tumoral, logrando el efecto

mas potente con el bloqueo dual y disminuyendo la diseminacion metastasica (Tesis Dra. Figueroa).
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Hasta el momento, y a pesar de los efectos antitumorales demostrados en modelos preclinicos
(Clevers & Nusse, 2012), no hay inhibidores especificos de la via de Wnt aprobados por la Food and Drug
Administration para el tratamiento del cdncer, probablemente debido a que la traslaciéon clinica es
compleja dada la extensa interconexidon de Wnt con otras vias de sefalizacidn y a su papel esencial en la
homeostasis de numerosos tejidos (Zhao et al, 2024). Existen ensayos clinicos fase I/Il evaluando
inhibidores de Wnt en CM (NCT01351103, NCT06856499), incluyendo formas resistentes, aunque la
mayoria se centran en subtipos avanzados o TN, combinados con quimioterapia o inmunoterapia para
superar resistencias. En CM TN, las estrategias para inhibir la via de Wnt se fundan principalmente en las
evidencias del rol promotor de B-catenina sobre células madre tumorales (Laskar et al, 2025). Dada la
importancia clinica de resolver cémo el tratamiento estdndar sinergiza de manera efectiva con la
inhibicidon de la via de Wnt, resulta imprescindible dilucidar el rol de esta via, incluidos sus diversos
componentes, en las diferentes modalidades terapéuticas (Zhao et al, 2024). Los resultados presentados
en esta tesis proporcionan una explicacién mecanistica para el uso de terapias combinadas dirigidas a las

vias de sefializacién de AR y Wnt en CM luminal resistente a la terapia endocrina.

El rol del FGFR segun la isoforma de FGF2

En ensayos previos observamos que tanto T47D-LMW como T47D-HMW respondieron al tratamiento
con el inhibidor de FGFR, PD173074. Ademas, en estas lineas la expresién proteica de FGFR1 y FGFR2 se
encuentra disminuida (Tesis Dra. Figueroa). Se ha reportado que, una vez activados por la unién al
ligando, los FGFR se internalizan y son dirigidos hacia su degradacion (Figueroa et al, 2019). Mas alla de
la via candnica, también se ha descripto la interaccién nuclear de FGF2 con otras proteinas, como CK2 y
RSK2, que desencadenan respuestas mitogénicas (Bonnet et al, 1996; Soulet et al, 2005). De particular
interés, CK2 fosforila a PRB en Ser81, y PRB activo induce la expresion de genes blanco asociados
principalmente a la proliferacién celular (Hagan et al, 2011). Esto nos permite especular que el complejo

FGF2-CK2 podria contribuir a la activacidon de PRB y a sus efectos transcripcionales posteriores.

Asimismo, se ha demostrado que los FGFR pueden localizarse en el nucleo celular y desempefiar
funciones independientes de su actividad tirosina quinasa (Ornitz & Itoh, 2015). Sobre esta base,
proponemos que, si bien tanto LMW-FGF2 como HMW-FGF2 son capaces de inducir la proliferacién
celular, lo harian mediante mecanismos distintos: LMW-FGF2 principalmente a través de FGFR de
membrana que incluso podria ejercer acciones nucleares, mientras que HMW-FGF2 actuaria mediante
un mecanismo de accién nuclear que podria incluir la interaccidn con FGFR localizados en el nucleo

celular (Cerliani et al, 2011; Porebska et al, 2018).
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No obstante, se requieren estudios adicionales para determinar si FGF2 y FGFR forman parte de
un mismo complejo en el promotor de genes blanco y para dilucidar el mecanismo especifico mediante

el cual el FGF2 contribuye a la desregulacion de la via de Wnt.

Parte Ill- Modelos in vivo: via de AR

Propuesta terapéutica con andrégenos o antiandrogenos: una estrategia condicionada por la
presencia de E2

La mayoria de las lineas celulares y de los tumores mamarios humanos requieren la administracidn
exdgena de E2 para crecer in vivo (Scabia et al, 2022). Este es también el caso de las lineas T47D-YB,
T47D-HMW vy del PDX 707. In vitro, observamos que, en las dos primeras lineas, DHT inducia la
proliferacion celular; sin embargo, in vivo la testosterona redujo el crecimiento tumoral. Dado que
esperabamos el efecto opuesto, consideramos la posibilidad de que, al menos en parte, este resultado
pudiera deberse a la co-administracién de E2. Los ensayos posteriores utilizando la linea T47D-YB en
ausencia de E2 exdgeno, mostraron un efecto estimulador de la testosterona, lo que sugiere que la

accion del androgeno depende fuertemente del contexto hormonal.

Nuestros resultados se suman a la controversia existente respecto del rol de AR en CM y el uso
de agonistas (Hickey et al, 2021; Palmieri et al, 2024; You et al, 2022) o antagonistas androgénicos
(D'Amato et al, 2016; De Amicis et al, 2010; Elias et al, 2023; Elias et al, 2024; Kono et al, 2017) como
estrategias terapéuticas. A partir de nuestros datos, podria especularse que, en un entorno estrogénico,
por ejemplo, en mujeres premenopausicas, el tratamiento con andrdgenos podria resultar beneficioso,
mientras que en mujeres postmenopausicas, donde los niveles de E2 disminuyen drasticamente, el uso

de antiandrégenos podria ser potencialmente mas eficaz.

Si bien los ensayos in vivo presentados en esta tesis aportan informacion valiosa, presentan
ciertas limitaciones derivadas principalmente de restricciones de recursos y tiempo. Una de ellas es que
los experimentos realizados en presencia de E2, no utilizaron una Unica dosis de testosterona, ya que
inicialmente exploramos la dosis minima capaz de generar efectos bioldgicos, empleando pellets entre 5
y 20 mg, un rango que coincide aproximadamente con lo reportado en la bibliografia (Ozten et al, 2019;
Song et al, 2017). Posteriormente, seleccionamos la dosis intermedia de 10 mg/kg para continuar con los
ensayos en T47D-YB en ausencia de E2 exdgeno. Otra limitacion es el uso de testosterona en lugar de

DHT, dado que la primera puede convertirse en E2 por accién de la enzima aromatasa (Villablanca et al,
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2013). Para evitar este inconveniente, algunos autores combinan testosterona con inhibidores de
aromatasa (You et al, 2022). En nuestro caso, para confirmar que la via principalmente activada por la
testosterona era la de AR, realizamos un ensayo adicional con DHT y obtuvimos resultados comparables.
Asimismo, combinamos el andrégeno con un antiandrégeno (enzalutamida), observandose la inhibicion
del efecto androgénico. En conjunto, estas evidencias indican que los efectos observados derivan de la

activacion de la via del AR.

Parte IV- Muestras humanas

Muestras de pacientes: limitaciones y ventajas

El presente estudio presenta algunas limitaciones. Si bien se incluyeron 225 muestras ER*, un tamafio
muestral adecuado para andlisis exploratorios en estudios observacionales (McShane et al, 2005), al
segmentar por subgrupos, estado ganglionar o combinaciones de marcadores, el nimero de casos se
redujo considerablemente, lo que en algunos andlisis limitd la capacidad de detectar asociaciones. La
determinacién de AR se realizd en la mayoria de las muestras; sin embargo, por restricciones de
recursos, menos de la mitad de los casos fueron evaluados para FGF2 e incluso menos para WNT4 o

WNTS6, lo que también restringid la posibilidad de sacar conclusiones sélidas.

En relacién con la SG, un posible sesgo deriva del hecho de que no se conoce la causa especifica
de muerte de las pacientes, por lo que no es posible asegurar que todos los fallecimientos se deban al
CM. No obstante, este sesgo se distribuiria de manera similar entre los distintos grupos, por lo que no
deberia afectar de forma sustancial las conclusiones obtenidas. Asimismo, no se incluyeron datos de
sobrevida libre de progresién debido a que, en numerosos casos, la informacién de seguimiento

registrada en las historias clinicas era incompleta.

Una ventaja importante es que los datos provienen de pacientes de nuestra region, la cual suele
estar subrepresentada en estudios internacionales. Por lo tanto, este aspecto debe considerarse al
comparar nuestros resultados con los de cohortes provenientes de otras regiones. Ademds, contamos
con el valor agregado de disponer del perfil de isoformas de PR (obtenido en el marco de otros proyectos
del laboratorio) para la mayoria de las muestras incluidas en este estudio. Hasta donde sabemos, sélo
dos grupos han clasificado las muestras mediante Wb segun el perfil de isoformas de PR (Graham et al,
1995; Hopp et al, 2004), lo que le confiere a nuestra cohorte un caracter particularmente original y

valioso.
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AR y FGF2 como biomarcadores en subgrupos ER*PR- y PRB-H

Los tumores luminales con pérdida de PR o predominio de PRB se asocian con peor prondstico en
comparacién con los PR* o predominio de PRA (Diana et al, 2022; Rojas et al, 2017). En esta tesis
aportamos por primera vez evidencia de que, en los subgrupos ER*PR"y ER*PRB-H, los pacientes podrian
estratificarse segun la coexpresion nuclear de AR y FGF2. También evaluamos la expresién de WNT4 y
WNT6 en estos subgrupos vy, si bien los resultados no fueron concluyentes, mostraron niveles elevados o
tendencias a mayor expresion, especialmente en el subgrupo ER*PR  respecto de PRA-H, en concordancia
con lo observado para AR y FGF2. Estos hallazgos respaldan las evidencias experimentales presentadas

en esta tesis y en trabajos previos del laboratorio (Tesis Dra. Figueroa) (Garcia et al, 2020).

Observamos una elevada expresion de AR en los subgrupos ER*PR° y ER'PRB-H,
independientemente de los niveles de FGF2 nuclear. Sin embargo, al analizar el FGF2 nuclear de manera
independiente de la expresién de AR, los resultados no fueron concluyentes. Los mayores niveles de
FGF2 nuclear detectados por IHQ en las muestras PRB-H respecto de las PRA-H no se reprodujeron en los
ensayos de Wb, donde incluso se observaron niveles mas bajos de LMW-FGF2 en los extractos nucleares

PRB-H en comparacién con PRA-H.

Estas discrepancias podrian atribuirse a la presencia de células estromales en los extractos
utilizados para Wh. Dado que en varios tumores observamos expresion nuclear de FGF2 en el estroma
(Akl et al, 2016), es posible que este componente haya influido en los resultados obtenidos. En futuros
estudios sera interesante cuantificar la proporcién de estroma y caracterizar especificamente la

expresion nuclear de FGF2 en dicho compartimento.

Sobrevida global

Asimismo, analizamos la SG en subgrupos estratificados segun la expresidon de AR o FGF2. No fue posible
realizar estos analisis en las muestras que coexpresaban AR y FGF2 debido a la marcada reduccién del
numero de casos, lo que impidié obtener conclusiones robustas. En linea con nuestra hipétesis, las
muestras PRB-H con elevada expresién de AR mostraron una tendencia a una peor SG. En contraste, en
las muestras PR observamos el efecto opuesto. Aprovechando la disponibilidad de datos publicos,
realizamos un andlisis a nivel de ARNm para este subgrupo, el cual confirmé lo reportado previamente
por otros autores (Wang et al, 2024). En conjunto, estos resultados indican que sera necesario calcular el
tamafio muestral dptimo para obtener conclusiones definitivas. El resultado inesperado observado en el
subgrupo ER*PR" con alto AR podria deberse a caracteristicas particulares de las pocas muestras

incluidas: dos de las seis pacientes presentaron una SG entre siete y doce meses y, al momento de la
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cirugia ambas tenian estadios avanzados (lllc) y GH 3. Idealmente, con un mayor nimero de casos, seria

posible restringir el anélisis a tumores en estadios tempranos y/o con GH bajo o moderados.

Los analisis de SG para FGF2, limitados por el bajo nimero de muestras, tampoco fueron
concluyentes. Ademas, no fue posible realizar un andlisis en bases de datos publicas a nivel de ARNm, ya
gue estas no discriminan entre isoformas ni localizacidn subcelular. Aun asi, observamos una tendencia
en los tumores PRA-H a una peor SG en pacientes con niveles bajos de FGF2 nuclear. Estos resultados
resaltan la complejidad de la sefializacidn nuclear de FGF2. Podriamos especular que su funcién nuclear
difiere segun el contexto: en tumores PRA-H, donde predomina la activacién de PR y la induccién de vias
proliferativas, frente a tumores PRB-H, caracterizados por niveles bajos de PR total y una activacién

mayormente ligando-independiente (Diep et al, 2024; Giulianelli et al, 2019; Sahores et al, 2018).

En conjunto, nuestros resultados refuerzan la hipdtesis de que los tumores PRB-H y ER*PR"
constituyen subgrupos bioldgicamente distintos dentro del CM luminal, caracterizados por una mayor
expresion de AR y FGF2 nuclear junto con una desregulacion de la via de Wnt. Este perfil molecular
podria conferir resistencia a terapias estandar y abrir la puerta al uso combinado de inhibidores de AR o

Wnt como estrategias terapéuticas dirigidas.
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CONCLUSIONES

En esta tesis se integraron experimentos in vitro, in vivo y, ex vivo con una exploracidn clinica para
analizar la interrelacidén entre las vias de Wnt y AR en CM luminal, considerando distintos contextos de

expresion de isoformas de PRy de FGF2.

Desde el punto de vista mecanistico, aportamos por primera vez evidencias de un crosstalk
transcripcional entre las vias de AR y Wnt en modelos de CM luminal (PRB-H) resistente a la terapia con
mifepristona. Nuestros hallazgos muestran que la actividad nuclear de FGF2, representada
principalmente por las isoformas HMW-FGF2, desencadena modificaciones en la expresién y actividad
de la via candnica de Wnt, promoviendo la induccién de la expresion de AR y, en consecuencia,
favoreciendo la progresién tumoral. Estos resultados, junto con evidencias experimentales previas
sugieren que los tumores luminales refractarios a la terapia endocrina podrian ser susceptibles a

estrategias terapéuticas dirigidas simultaneamente a las vias de AR y Wnt.

Asimismo, demostramos que la sobreexpresién de LMH-FGF2 o HMW-FGF2 induce resistencia a
mifepristona y altera la expresién de componentes de la via de Wnt. Sin embargo, sélo la isoforma
HMW-FGF2 indujo un aumento de AR en el contexto PRB-H. Esto indica roles diferenciales de las

isoformas de FGF2 segun el contexto de expresién de PR.

M4ds importante aun, los estudios en muestras de pacientes revelan que, dentro del subtipo
luminal B, los subgrupos ER*PR"y PRB-H, que corresponden a los de peor prondstico clinico, presentan
niveles elevados de AR y FGF2 nuclear. No obstante, serd necesario ampliar la cohorte para confirmar su

valor como marcadores prondsticos.

En conjunto, este trabajo pone de manifiesto la complejidad de los mecanismos de resistencia a
la terapia endocrina y posiciona al FGF2 nuclear como un regulador clave de vias que impulsan la
progresion tumoral. Por lo tanto, esta tesis contribuye al conocimiento de los procesos que contribuyen
a la progresion del CM luminal y plantea, como perspectiva futura, el desarrollo de terapias combinadas

dirigidas a AR y Wnt en tumores con expresion nuclear de FGF2.
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APENDICE

ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR

Medios y soluciones

Medio de cultivo base: DMEM/F12 sin rojo fenol (Sigma-Aldrich), suplementado con bicarbonato de
sodio 1,2 g/l y sulfato de gentamicina 50 mg/| (receta magistral). Se prepard segun indicaciones del
fabricante, con H,0 destilada estéril y posterior filtraciéon (0,22 um).

Suero fetal bovino (SFB; Natocor, Argentina): inactivado a 56 °C durante 30 min.

Medio de mantenimiento: DMEM/F12 con 10 % SFB e insulina 1 nM (Denver, Argentina).

SFB adsorbido en carbdn-dextrano (SFBch): SFB tratado con carbon activado al 5% (Mallinckrodt),
centrifugado, filtrado (0,1 um), fraccionado en tubos de 15 ml y almacenado a -20 °C.

Tripsina-EDTA: tripsina 0,25 % (Gibco) y EDTA 0,2 % (Laboratorios Cicarelli) en PBS 1X, esterilizada por
filtracion (0,1 um); almacenada a -20 °C.

Medio de congelacion: SFB al 90 % (Natocor) y DMSO al 10 % (Sintorgan).

Ensayos de proliferacion celular

Las células se trataron con las drogas detalladas a continuacidn:

Droga Marca Concentracion
Antiandrégenos flutamida Sigma-Aldrich 0.01,0.1,1y10 uM
enzalutamida MedChem Express lyl0uM
AZD-3514 AstraZeneca ly10uM
Andrégeno 5a-Dihidrotestosterona (DHT) Sigma Aldrich 0.01,0.1,1y10 uM
Inhibidores de LGK-974 MedChem Express 0.5y1uM
la via de Wnt ICG-001 MedChem Express 0.5y 1uM

Tabla ap-1: Agonistas, antagonistas e inhibidores utilizados en los ensayos in vitro de proliferacion celular.
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Figura ap-1. Mapa esquematico del plasmido lentiviral p6NST50 (IEGZW), utilizado como vector vacio y
como base para la construccién de los plasmidos de sobreexpresidon de FGF2. Se indican los principales
elementos funcionales (promotor CMV, cassette de resistencia a zeocina, EGFP, elementos virales y sitios

de restriccidn relevantes).
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ENSAYOS DE Wb

Soluciones

Buffers de extraccion de proteinas:
e  Buffer A: Tris, EDTA y NaxMo0O4:2H,0, pH 7.
e Buffer RIPA: Tris pH 7,5, NaCl, vanadato de sodio, deoxicolato de sodio, SDS e Igepal CA-630,
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas.
Cuantificacion de proteinas:
e Proteinas totales cuantificadas con Pierce BCA Protein Assay Kit.
Soluciones para SDS-PAGE:
e Solucidén de acrilamida/bisacrilamida al 30%.
e  Buffers Tris-HCI 1,0 M pH 6,8 y 1,5 M pH 8,8.
e SDSal 10%.
e Persulfato de amonio (APS) al 10%.
e Buffer de corrida 10X (Tris, glicina, SDS).
e Buffer de transferencia: buffer de corrida 1X y metanol (20%).
Buffers de lavado y bloqueo:
e TBS 10X pH 7,4 y TBS-T (TBS con 0,1% Tween-20).
e Soluciones de bloqueo: leche descremada al 5% en TBS-T o BSA al 5% en PBS 1X.
Otros reactivos:
e Cracking buffer 4X: SDS, B-mercaptoetanol, glicerol, Tris-HCl y azul de bromo fenol.
e Marcador de peso molecular: PageRuler pre-stained molecular ladder.
e Membrana de nitrocelulosa: Hybond-C, 0,45 um.

e Sustrato quimioluminiscente: luminol/acido cumarico y H,0, en buffer Tris pH 8,8.
ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOCITOQUIMICA

Soluciones

e PBS 10X sin Ca**/Mg?*: Na;HPQ,4-12 H,0, NaH,P0O4-H,0 y NaCl (Anedra); utilizado diluido 1X.
e  Buffer citrato 10 mM pH 6 para recaptura antigénica (Laboratorios Cicarelli).
e Inhibicién de peroxidasa: H,0, al 1 % (10 volumenes, Parafarm) en etanol 70 %.
Fijadores y permeabilizantes: paraformaldehido al 4 % en PBS 1X (Sigma-Aldrich); etanol 70 %
(Laboratorios Cicarelli); Tritén X-100 0,25 % en metanol o PBS (Anedra).
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Blogueo: IHQ, BSA 2,5 % en PBS 1X (Sigma-Aldrich); IF, SFB 10 % en PBS 1X.

Medios de montaje: IHQ, DPX (Sigma-Aldrich); IF, Vectashield (Vector Labs).

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo

AR
AR
ER
ER
ERK

FGF2
GAPDH

Ki-67

PR

PR

PR

LRP6
pLRP6
WNT4
WNT6
DVL2
DVL3
AXIN1
NAKED2
GSK-3B
pGSK-3
TCF4
B-tubulina

B-actina

Marca y Catdlogo
Abcam, ab74272
Cell Signaling, 5153S
Santa Cruz, sc-543
Abcam, ab108398
Santa Cruz, sc-94

Santa Cruz, 147 sc-79
Cell Signaling, #2118

Abcam, #78[SP6]

Santa Cruz, H-190 sc-7208
Cell Signaling, 13736

Cell Signaling, #8757

Cell Signaling, #3395

Cell Signaling, Ser1490, #2568
Santa Cruz, B-6 sc-376279
Abcam, ab50030

Cell Signaling, #3224

Cell Signaling, #3218

Cell Signaling, C76H11, #2087
Cell Signaling, #2073

Cell Signaling, #9332

Cell Signaling, #5558P
Abcam, ab-217668
Sigma-Aldrich, #T0198 clone D66

Cell Signaling, #4967

Especie
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Ratén
Ratdn
Ratdn
Conejo
Ratdn
Ratén
Ratén
Ratén
Ratén
Ratén
Ratdn
Conejo
Ratén

Ratdn

Técnica (Dilucion)

Whb (1:1000)

IHQ (1:100)

Wb (1:500)

Whb (1:1000)

Whb (1:1000)

Wb (1:500), IF (1:100), IHQ (1:100)
Wb (1:10000)

IHQ (1:1000)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500), IHQ,(1:100)
Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500)

Wb (1:500), IHQ,(1:200)
IHQ (1:200)

ChlIP(1:250)

Wb (1:10000)

Wb (1:500)
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B-catenina Santa Cruz, sc-133238

Vinculina Cell Signaling, #13901

Apéndice

Conejo Wb (1:500), ChIP (1:250)

Ratén Whb (1:500)

Tabla ap-2: Anticuerpos primarios utilizados en Wb, IF, IHQ y ChlIP. Los anticuerpos se diluyeron en TBS

1X para Wby en PBS 1X para IF e IHQ.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo

Anti-lgG de ratdon conjugado a
peroxidasa

Anti-lgG de conejo conjugado a
peroxidasa

Anti-IgG de conejo conjugado a IRDye
800CW

Anti-IgG de ratdn conjugado a IRDye
680RD

Anti-lgG de conejo biotinilado

Anti-IgG de ratén biotinilado

Marca

Vector Laboratories (P1-2000)

Vector Laboratories (P1-1000)

LI-COR (Goat anti-Rabbit, 926-32211)

LI-COR (Goat anti-Mouse, 926-68070)

Vector Laboratories (BA-1000)

Vector Laboratories (BA-9200)

Técnica

(Dilucion)

Wb (1:2000)

Wb (1:2000)

Wb (A =800 nm;
1:20 000)

Wb (A =680nm;
1:20 000)

IHQ (1:400)

IHQ (1:400)

Tabla ap-3: Anticuerpos secundarios utilizados en Wb, IF e IHQ. Los anticuerpos se diluyeron en TBS 1X

para Wby en PBS 1X para IHQ.
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