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Resumen



A pesar de los grandes avances que existen en el conocimiento del cancer de
mama, los principales tratamientos sistémicos que se utilizan para el tratamiento de
la enfermedad avanzada son la hormonoterapia y la quimioterapia. En la actualidad,
el tratamiento enddcrino tiene como blanco al receptor de estrogenos (RE), aunque
existen numerosas evidencias que indican que el receptor de progesterona (RP)
también es un blanco promisorio. Existen dos isoformas del RP, ambas codificadas
por el mismo gen, la isoforma A (RPA) y la isoforma B (RPB).

Los estudios de investigacion en quimioterapicos estan orientados a aumentar
la eficacia de las drogas reduciendo sus efectos colaterales. Dentro de las
antraciclinas, se han desarrollado liposomas pegilados de doxorubicina (DOX; PEG-
LD) y en el grupo de los taxanos el paclitaxel (PAX) acoplado a albumina (Nab-
paclitaxel).

En esta tesis doctoral nos propusimos como objetivo evaluar la eficacia del
antiprogestageno Mifepristona (MFP) en combinacion con PEG-LD y Nab-paclitaxel.
Los experimentos se realizaron en modelos de carcinomas mamarios murinos y
humanos creciendo in vivo. Para ello se eligieron tumores con expresion diferencial
de ambas isoformas del RP.

Utilizamos carcinomas mamarios pertenecientes al modelo murino inducido
por acetato de medroxiprogesterona (MPA) desarrollado en el laboratorio. Se
utilizaron 4 tumores con distinta relacion RPA/RPB y sélo aquellos con mayor
proporcion de RPA que RPB se beneficiaron con las terapias combinadas de MFP y
PEG-LD o Nab-paclitaxel. Los resultados fueron validados en xenoinjertos de células
de cancer de mama humano T47D-YA (expresan solo RPA) y T47D-YB (expresan
solo RPB): sélo los xenoinjertos de T47D-YA se beneficiaron con las terapias
combinadas por sobre las monodrogas. Los dos modelos mostraron alta sensibilidad
a ambas drogas, sin embargo, algunos tumores del grupo RPA>RPB resultaron mas
sensibles a DOX, mientras que los tumores de tipo RPA<RPB fueron mas sensibles
a PAX.

Postulamos que la MFP, al inducir un mecanismo de remodelacion tisular y
vascular, podria afectar la entrada y acumulacién de nanoparticulas intratumorales.
Demostramos que la MFP induce también una remodelacion vascular con
incremento de vasos sanguineos inmaduros. Dichos vasos, presentan un buen

grado de funcionalidad, mayor al de los vasos en los tumores controles, permitiendo



un aumento en el influjo sanguineo. Esta remodelacion estaria facilitando el ingreso
de una segunda droga.

Se midieron los niveles de PEG-LD intratumorales indirectamente, evaluando la
autofluorescencia de la droga, y la concentracion de Nab-paclitaxel utilizando
inmunofluorescencia indirecta determinando la cantidad de albumina humana
intratumoral. Demostramos un aumento en la concentracion de nanoquimioterapicos
en los tumores con niveles de RPA>RPB tratados con MFP, explicando asi la mayor
eficacia terapéutica observada en los tratamientos combinados. Los resultados se
corroboraron evaluando la acumulaciéon intratumoral de eritrocitos GFP inyectados
en forma endovenosa.

Este fendbmeno no es especifico de MFP ya que el tratamiento con E; una
hormona que al igual que MFP induce regresién tumoral en el modelo experimental
murino, también mejoré la eficacia terapéutica de los tratamientos combinados
utilizando los mismos tumores.

Para evaluar si la respuesta selectiva a la DOX observada in vivo se debia a un
efecto directo sobre las células tumorales, se realizaron curvas de dosis-respuesta y
analisis de ciclo celular en distintas variantes de la linea celular T47D. Si bien estos
analisis se llevaron a cabo soOlo con esta droga, corroboran los resultados
observados in vivo y confirmaron la mayor susceptibilidad a la DOX de las
célulasT47D-YA con respecto a lasT47D-YB.

Por ultimo, estudiamos en muestras derivadas de biopsias humanas, la
respuesta a los distintos tratamientos antes mencionados y su correlacién con el
perfil de isoformas del RP a fin de determinar si se correspondian con los resultados
observados en el modelo murino y en los xenoinjertos. Este analisis se llevo a cabo
a través de cultivos tisulares de pequefas secciones de tejido (100um), incubados o
no con las diferentes drogas durante 48 hs. Luego se evaluaron diferencias en la
proliferacion celular en los distintos tratamientos utilizando el marcador Ki-67. Las
muestras con mayor proporcion de RPA que RPB resultaron sensibles no solo al
tratamiento con MFP sino también al de DOX y no hubo diferencias significativas
entre el tratamiento combinado y cada una de las monoterapias.

Las muestras con niveles de RPB mayor que RPA tratadas con MFP no
mostraron disminucion de la proliferacion (indice de Ki-67) con respecto al control y
el tratamiento con DOX fue efectivo en una de las dos muestras. Estos resultados,

aunque preliminares por el bajo nUumero de muestras estudiadas, en concordancia



con los resultados observados in vivo, sugieren que el aumento de la eficacia de los
tratamientos combinados se debe a un fendbmeno de remodelacién tisular in vivo.

En conclusién, en este trabajo demostramos la importancia de la determinacion
de la relacion entre las isoformas del RP en carcinomas mamarios debido a que: a)
MFP podria aportar beneficios terapéuticos en los tumores RP+ del tipo RPA>RPB;
b) MFP podria mejorar la eficacia en la llegada de particulas nanoquimioterapicas a
los tumores RPA>RPB, en los cuales la quimioterapia esta indicada. Por otro lado,
los estudios abrieron una nueva linea de trabajo que consiste en evaluar si en los
pacientes con carcinomas mamarios con niveles de RPA mayor a RPB la
guimioterapia debiera estar basada en antraciclinas mientras que en los de

proporcién opuesta en taxanos.



Publicaciones relacionadas con el trabajo de tesis

Sequeira, G. et al.,, 2014. The effectiveness of nano chemotherapeutic particles
combined with mifepristone depends on the PR isoform ratio in preclinical models of
breast cancer ABSTRACT : Oncotarget, 5(10).

Las fotografias de DOX en ratones GFP de la anterior publicacion fueron elegidas
para formar parte de la portada de la revista Endorine-Related Cancer en octubre del
2013. (http://erc.endocrinology-journals.org/content/20/5/local/front-matter.pdf)

Wargon, V. et al., 2014. Progestin and antiprogestin responsiveness in breast cancer
is driven by the PRA/PRB ratio via AIB1 or SMRT recruitment to the CCND1 and
MYC promoter. International Journal of Cancer.

El anterior trabajo que sera publicado en el mes de julio del corriente afio va a
ocupar la tapa de la revista con una portada en la cual participe del disefio.

Presentaciones a Congreso relacionadas con el trabajo de tesis

2012 - Gonzalo Sequeira; Silvia | Vanzulli MD, PhD; Caroline A Lamb PhD; Paola A
Rojas PhD; Claudia Lanari PhD. Mifepristone modifies the tumor microenvironment
increasing the therapeutic efficiency of low doses of
Paclitaxel-albumin nanoparticules or Doxorubicin liposomes in a murine model of
breast cancer. CTRC-AACR San Antonio Breast Cancer Symposium, December 4-8
2012.

2013 - Gonzalo Sequeira; Paola A Rojas PhD; Maria May MD; Claudia Lanari PhD.
Antiprogestin responsiveness of a human breast cancer xenograft model
overexpressing progesterone receptors isoforms A (PRA) or B (PRB). AACR Annual
meeting 2013, april 6-10, 2013, Washington, DC.

2013 - Gonzalo Sequeira, Maria May, Paola Rojas, Caroline Lamb, Alfredo
Molinolo, Claudia Lanari. Antiprogestins administration to progesterone receptor
isoform A (PRA)-overexpressing mammary carcinomas is associated with increased
intratumor concentrations of doxorubicin and paclitaxel. Gordon Research
Conferences: Hormone-Dependent Cancers Development and Progression July 28 -
August 2, 2013 Bryant University Smithfield, RI.

2013 - Gonzalo R Sequeira, Silvia | Vanzulli, Maria May, Paola Rojas, Caroline A
Lamb, Alfredo Molinolo and Claudia Lanari. Antiprogestins induce tumor vessels
remodeling and increase the effects of albumin-bound paclitaxel or doxorubicin-
pegylated liposomes in PR-A (+) but not in PR-B (+) T47D xenografts. Advances in
Breast Cancer Research: Genetics, Biology, and Clinical Applications The
Manchester Grand Hyatt San Diego, CA. October 3-6, 2013.

2013 - Gonzalo Sequeira, Silvia | Vanzulli, Maria May, Caroline Lamb, Alfredo
Molinolo, Claudia Lanari. Los antiprogestagenos aumentan la accesibilidad de
nanoparticulas quimioterapéuticas en carcinomas mamarios con alta expresion de
RP-A. Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica, del 16 al 19
de noviembre del 2013, Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina.



Indice



INTRODUCCION ..o ettt ettt e et 18

Incidencia y mortalidad en CANCEr de Mama ..........ccooeriiiiiiiiiiiiiieee e 19
= (o (0] £ =TS 0 Lo [T o o SRR 19
Clasificacion molecular en cancer de Mama ... 20
Terapias €N CANCEr A€ MAMA.........ccuuuuiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeees 21
Terapias BIOIOGICAS .....ccooiiiiiiiiiiiiiee ettt e e 21
Terapias HOrMONAIES ..........oooiiiiiiiiiiii e 23
O B[ 101101 (=] =1 o] - NPT 31
Terapias COMDINATAS ..........uuiiii e e e e e e e e e 38
\ViloTe [ (oIS =T g or=Ta ot gl e L= 4 T T o - N 39
Modelos experimentales de cancer de mama MUINOS .........ccceveeeeeeeieiiiiiiiiieeeeeeeeeennns 41
OBJIETIVOS E HIPOTESIS ...ttt ee e 45
Construccion de 18 NIPOLESIS. ......ceiii it 46
ODJELIVO GENETAL ... 46
ODbJetiVOS PAtICUIAIES: ... ..cceeeeice et e e e e e e e e e 46
MATERIALES Y METODOS ......ooviiviieceeeeeeeeee ettt 48
N 1T = 1L RS 49
TUMOIES ettt e ettt e et e et et e e et e e e e e e e e e e et e e ean e eeanes 49
Lineas celulares UtiZadas ...............uuuuuuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeneenenennennnnannnne 50
D =T 4T 1T ][] (o 1SS 51
Tratamientos de qUIMIOLEIAPICOS ........uuuuiiiiiieeeeieeeiie e 51
Tratamiento de antiprogeStAGENOS .........uiiii e e e 52
Seguimiento de 10S aniMalES.........ooooi i 52
LAY =21 (= T =1 o SRR 53
Estudios de toxicidad y selecCion de dOSIS .........cooveeeeiiiieiiiiiiii e 54

10



Célculo de la equivalencia de dosis entre ratones y humanos.............ccccoeeeeeeeeeeen. 54

EStudios de flUOrESCENCIA ......cooeeeiiiiie e e e e eeeees 55
Cuantificacion del @SIrOMA ........cooeei e 55
ot 1= o Lo o] o =L (= N (N 1 SR 56
INMUNOFIUOIESCENCIA (IF) ... oo e e e e eaaees 56
Tabla 2.1. Anticuerpos utilizados en este trabajo. ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee 57
Inyeccion de GIObulos rojos GFP (GR-GFP)..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinnennnnnnennnnnes 58
Determinacion intratumoral de drogas .........ccevvieiiiiieeiiiiiieeiee e 59
Estudios de inmunohistoquimica (IHQ) ..........ovuuiiiiii e 59
Evaluacion de proliferacion celular /apoptosis in VItro. ............eeevieeeriiiiiiiiiiieiieeeeeens 60
SeleCCiON dE PACIENLES .....covviiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e 61
Cultivo de Tejidos y procesamiento de muestras humanas ...........ccccceveeeeeveeeeinnnnnnnn. 61
FAN g F= RS FS =] = Lo |15 (oo 63
RESULTADOS ...t e e e e e e et e e et e e e e e eaaeeeaneeeanaees 64

PEG-LD y Nab-paclitaxel en terapias combinadas con MFP en un modelo murino..65

Evaluacion de la toxicidad de PEG-LD vs. DOX en funcién a la pérdida porcentual de
PESO €N ratONES BALB/C.....ccoeeeeeeee e 65

Comparacion de la eficacia terapéutica de DOX y PEG-DL sobre el crecimiento de
tumores del modelo de carcinomas mamarios inducidos por MPA ...........cccccvvvvveeeee. 66

PEG-DL en terapias combinadas con MFP en carcinomas mamarios con distinta
FEIACION RPAJRPB ...ttt ssssssssssssssnssnssssnnnnnnes 68

Eficacia de Nab-paclitaxel en terapias combinadas con MFP en carcinomas
mamarios con distinta relacion RPA/RPB ..o 75

PEG-LD y Nab-paclitaxel en terapias combinadas con MFP en un modelo
experimental de células de cancer de mama humano ............cccceevvvieiiii e, 78

Estudio de los mecanismos implicados en el aumento de eficacia de MFP en
combinacion con PEG-LD o Nab-paclitaxel ...............viiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 86

El efecto inducido por MFP puede ser producido por otras drogas que aumenten la
=] a0 (] F= oo T o 181 ST - U 94

11



Efecto de DOX in vitro sobre células T47D, TA7TD-YA O -YB...ovouiiiieeeeeiaee 95

Efecto de DOX y MFP in vitro sobre cultivos tisulares de cancer de mama humano

................................................................................................................................ 100
DISCUSION ...ttt et et e et e et e et eeaeeae et e eteeteeee e 104
RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES .......cccovoveeieeeeeeeeeeeeeeeen e 112
APENDICE .....coiiiiieeeeeeee ettt ettt ettt et et ettt ettt ettt e, 116
BIBLIOGRAFIA ...ttt n e n et n e 124

12



Abreviaturas

13



ATCC
CK
DAB
DOC
DOX
E>
ERE
FAC
FUL
GFP

KO

LON

LT
MDR-1
MFP
MMPs
MMTV
MPA
Nab-paclitaxel
NSG
OH-TX
ON
ONA
PAX
PBS
PEG-DL

American Type Culture Collection
Citoqueratinas

diaminobenzidina

Docetaxel

Doxorubicina

17 beta estradiol

Elementos de respuestas a estrogenos
Citomeria de flujo

Fulvestrant (ICI 182780)

Green fluorescent protein (proteina fluorescente verde)
gloébulos rojos

gldébulos rojos de ratones BALB/c GFP
Horas

Hematoxilina y Eosina

Inhibidores de Aromatasa
Inmunofluorescencia
Inmunohistoquimica

loduro de propidio

Knock out

Lonaprisan

Lectina de tomate

Gen de resistencia a multidrogas 1
RU-486 o Mifepristona
Metaloproteasas

Virus de tumor mamario murino
acetato de medroxiprogesterona

PAX unida a la abumina

ratones NOD/LtSz-scid/IL-2Rgamma null mice
Hidroxitamoxifeno

overnight

Onapristona (ZK 98.299

Paclitaxel

buffer fosfato

Doxorubicina Liposomada

14



RAs
REs
RH
RPA
RPB
RPs
RTKs
RX
SERMs
SFB
X
VEGFR
VEGF
3D

2D

Receptores de Andrégenos

Receptores de estrogenos

Receptores hormonales

Isoforma A del RP

Isoforma B del RP

Receptores de progesterona

Receptores de tirosina quinasa

Raloxifeno

Moduladores selectivos del receptor de estrogenos
Suero fetal bovino

Tamoxifeno

Receptor del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular

3 dimensiones

2 dimensiones

15



Prologo

El cancer de mama a nivel mundial es el cancer mas frecuente en

mujeres. Con el advenimiento de las nuevas clasificaciones moleculares
se ha podido avanzar en la seleccion de las mejores estrategias
terapéuticas a utilizar. Si bien el diagndstico precoz ha producido una
disminucién en la mortalidad, aun queda mucho camino por recorrer.

Nos propusimos evaluar el desempefio de determinados
tratamientos combinados en cancer de mama centrdndonos en su
clasificacion molecular y en la racionalidad de su tratamiento. Utilizamos
un antiprogestageno, Mifepristona, que luego de hacer blanco en el
Receptor de Progesterona inhibe su actividad y dos agentes
guimioterapeéuticos. Los quimioterapicos que se utilizaron pertenecen a
dos familias de drogas de gran importancia en el tratamiento de esta
enfermedad, las antraciclinas y los taxanos.

Para entender la importancia de este trabajo de tesis y el por qué de
ciertos aspectos metodoldgicos es necesario describir algunos temas
gue seran tratados en la introduccion. Empezando por la repercusion del
cancer de mama en la salud humana, algunas de las distintas terapias
disponibles con especial relevancia en la hormonoterapia, el Receptor
de Progesterona y Mifepristona, los agentes quimioterapicos y los
mecanismos de accion de las antraciclinas y los taxanos.

Por ultimo se describiran los modelos experimentales in vitro e in
vivo que resultaron ser adecuados para el contexto particular en el que
fueron utilizados y lo suficientemente buenos para responder a los
objetivos que nos planteamos. Su seleccidn racional nos permitio

disecar los fendmenos a nivel histologico de los que ocurren a nivel
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celular dejandonos ver que ciertos problemas son mejor entendidos si se

analizan al nivel adecuado.
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Introduccion
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Incidencia y mortalidad en cancer de mama

El cancer de mama a nivel mundial es el cancer mas frecuente en mujeres con
aproximadamente 1,5 millones de casos nuevos diagnosticados por afio. Constituye
el 25 por ciento de todos los canceres en mujeres y es el responsable de ocasionar
522.000 muertes anuales (Ferlay et al. 2015). En Estados Unidos, pese a que el
cancer de mama sigue siendo el de mayor incidencia en mujeres, la mortalidad
causada por el mismo pasé a ser superada, desde los afios 90, por el cancer de
pulmoén (Siegel et al. 2015). Es interesante resaltar que la Argentina puede
considerarse como uno de los paises con una incidencia media o alta. Dentro de los
casos totales de cancer, en nuestro pais el de mama constituye un 18% de la
totalidad de los casos y un 36% de casos de cancer en mujeres. Le sigue en orden
de numero de casos, el cancer de  prostata en hombres

(http://www.msal.gov.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas). Estos datos

destacan la importancia del estudio del cancer de mama en Argentina.

Factores de Riesgo

En nuestro pais, asi como en el resto del mundo, la alta tasa de incidencia de
cancer de mama en principio no estaria asentada en razones genéticas, sino que
serian de indole ambiental. Se comprobd que inmigrantes en Argentina adquieren
las tasas de mortalidad por cancer de mama de los nacidos en nuestro pais (Matos
et al. 1991). El cdncer de mama de origen genético abarca a menos del 5% de los
canceres de mama humanos y estan ligados a mutaciones de los genes BRCAL (55-
85%) o BRCA2 (35-60%) descubiertos en los afios 1994 y 1995 respectivamente
[citado en (Venkitaraman 2002; Lagos-Jaramillo et al. 2011)], en menor medida
estan asociados a mutaciones de TP53 (<1%; Sindrome de Li-Fraumeni), de PTEN
(<1%; enfermedad de Cowden) o de LKB1 (sindrome de Peutz-Jeghers). Estas
mutaciones de alta penetrancia son de facil deteccion en el laboratorio bioquimico
molecular. Tanto BRCA1 como BRCA2 estan involucrados en la reparacion de DNA

de doble cadena. Curiosamente BRCA1 también se encuentra involucrado en la
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regulacion transcripcional del receptor de estrégeno (RE) y de progesterona (RP),
aunque los tumores BRCA1+ son en general RE negativos (Poole et al. 2006).

Dentro de los factores causales de esta enfermedad se encuentra la
exposicién a hormonas (menarca temprana/ menopausia tardia), la nuliparidad, las
terapias de reemplazo hormonal como asi también la exposicion a radiaciones
ionizantes, el alcohol, la obesidad a edad avanzada o susceptibilidades de indole
genético no asociadas a los genes de alta penetrancia anteriormente descriptos
(Siegel et al. 2012).

Clasificacion molecular en cancer de mama

Histéricamente la clasificacion del cancer de mama se bas6é en las
caracteristicas histopatolégicas incluyendo el tipo histoldgico y el grado nuclear.
Luego se incluyo la expresion de REs y de RPs como asi también posteriormente, la
sobreexpresiéon o la amplificacion del gen c-ERBB2/HER2. Estos marcadores
determinan la prognosis y la respuesta potencial a terapias endocrinas o al
anticuerpo trastuzumab (Herceptin).

Con el advenimiento de las técnicas moleculares se intentaron nuevas
clasificaciones que tuvieran en cuenta la expresion de nuevos clusters de genes. Se
han definido 5 grupos principales dentro de los tumores de mama: 2 grupos RE+
denominados luminal A y luminal B, los que tienen alta expresion de HER2, los
basales, que serian principalmente los triple negativos y los que se asemejan a tejido
normal (Vuong et al. 2014). Luego se incorporaron los grupos denominados claudin
low, y molecular apocrine (Prat et al. 2010). Todos estos grupos presentan
caracteristicas bioldgicas distintivas.

Los grupos luminal A y B se caracterizan por la expresion de citoqueratinas
(CK) tipicas de células luminales de la glandula mamaria, como la CK 8, y por su alta
expresion de REs. Esto define que tengan una alta expresion de genes regulados
por el RE como ser el RP, el factor de transcripcion GATA-3, la proteina de union Xy
el factor nuclear alfa 3 de hepatocitos, los cuales también son expresados por las
células luminales normales de mama.

Los tumores con alta expresion de HER2 también suelen sobreexpresar otros

genes que se encuentran alojados en el mismo amplicon en la regién 17g. El subtipo
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basal like no expresa REs o RPs, pero expresa CK-5 y CK-17, las cuales también
son expresadas por la capa de células basales del epitelio de mama normal. En lo
que respecta al normal like corresponde a un tipo de tumor que expresa genes
comunmente atribuidos a tejido adiposo. El subtipo de claudin low esta asociado a
una baja expresion de claudinas 3, 4 y 7 como asi también de E-cadherina y CD24
(Prat et al. 2010). Por altimo, el subtipo molecular apocrino no expresa REs pero sin
embargo, si expresa altos niveles de Receptores de Andrdégenos (RAS).

Cada uno de los subtipos moleculares de cancer de mama tiene una diferente
prognosis, siendo los basales los de peor pronostico. También se realizaron
correlaciones entre los distintos subtipos moleculares de cancer de mama y la
respuesta a quimioterapicos, siendo los basales y los que expresan altos niveles de
HER2 los que muestran una mayor respuesta (Rouzier et al. 2005).

Terapias en cancer de mama

Para el tratamiento de esta enfermedad existen numerosas estrategias y
distintas terapias de aplicacion sistémica. Las terapias de naturaleza sistémica
pueden aplicarse antes de la cirugia (neo-adyuvancia) con el objetivo de reducir el
tamafio tumoral antes del proceso quirirgico o después de la cirugia (adyuvancia)
para eliminar células malignas residuales en el sitio de la intervencion, o a aquellas
células tumorales que se puedan haber diseminado a sitios distantes del tumor
primario. En aquellos casos en los cuales el tumor se encuentra alojado en un sitio
anatomico de dificil acceso para procesos quirurgicos, las terapias sistémicas junto
con las terapias de rayos constituyen la Unica opcion (Moulder & Hortobagyi 2008).

A continuacién se hara mencion a algunas las terapias utilizadas actualmente.

Terapias Bioldgicas

Las terapias biologicas son todas aquellas terapias en las que se usan como
herramientas moléculas derivadas de organismos vivos 0 analogos de éstas, con el

objetivo de modular procesos biol6gicos. Como por ejemplo, tratar de exacerbar el
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sistema inmune con el objetivo de aumentar su capacidad de detectar y eliminar
células tumorales (Tinoco et al. 2013).

Entre los ejemplos mas conocidos de terapias bioloégicas se encuentran
aguellas que hacen blanco en miembros de la familia del receptor de crecimiento
epidérmico, como el ya mencionado trastuzumab (Herceptin) y el pertuzumab,
ambos anticuerpos recombinantes monoclonales humanizados cuyo blanco es el
HER2, miembro de la familia de receptores de tirosina quinasa (RTKs). Este evita
gue el receptor interaccione con otros receptores miembros de la familia, deteniendo
la proliferacion celular e induciendo apoptosis. Ha demostrado ser util en el
tratamiento de un 25 a un 40% de carcihomas mamarios que muestran
sobreexpresion de este receptor previamente confirmada por inmunohistoquimica
(IHQ) e hibridacion in situ (Cheang et al. 2009; Esserman et al. 2012).

Dentro de este grupo de terapias también se encuentran las terapias
antiangiogénicas, ya que la angiogénesis es un proceso clave en distintas etapas de
la progresion tumoral. Para lograr este bloqueo se dispone del Sunitinib o
Bevacizumab, que tienen como objetivo bloguear al Receptor del Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGFR). Los ligandos de este receptor son los
factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E, VEGF-F). Estas drogas demostraron ser Uutiles en terapias de
adyuvancia de cancer de mama metastasico en combinaciéon con quimioterapicos
como el Docetaxel (DOC) o incluso con Trastuzumab en estudios clinicos de fase Il 'y
lIl (Bachelot et al. 2014; Bergh et al. 2012).

Por ultimo se encuentran las terapias que intentan reducir los efectos negativos
en la salud provocadas por las metastasis 6seas de cancer de mama, los
bifosfonatos. Estos compuestos son capaces de inhibir el proceso de resorcion 6sea
gue es clave para el ingreso de las células tumorales en los sitios de metastasis
Oseas, sitio frecuente de metastasis en cancer de mama. Esto se debe a que cuando
las metastasis se alojan en los huesos se genera un circulo vicioso en el cual las
células tumorales promueven la actividad de los osteoclastos (células especializadas
en la resorciébn Gsea), y al mismo tiempo los osteoclastos liberan factores de
crecimiento del hueso que promueve la proliferacion de las células tumorales. La
resorcion ademas da lugar a fracturas patoldgicas, dolor 0seo, eventos de

compresion de la médula espinal e hipercalcemia (Coleman 2005).
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Terapias Hormonales

Las terapias hormonales son aquellas en las cuales intervienen hormonas,
agonistas o0 antagonistas hormonales o incluso agentes que regulan la produccion
de hormonas para finalmente modificar la accion del RE o del RP o incluso ambos ya
gue sus funciones estan interrelacionadas. En resumen esto se consigue impidiendo
el funcionamiento del receptor directamente, o interrumpiendo la produccién de sus
ligandos.

Las primeras ideas sobre la importancia de las hormonas enddgenas en el
crecimiento de los tumores mamarios provienen de estudios realizados por Beatson
quien documentd que ocurrian regresiones tumorales luego de realizar
ooforectomias a las pacientes (Beatson, GT 1896).

Luego del descubrimiento de las vias de sefializacion de los receptores
hormonales (RHSs), se abrio el panorama para el disefio de agentes farmacolégicos
capaces de interrumpir la accién de estos receptores con un objetivo terapéutico, ya
que las células tumorales de cancer de mama en general son dependientes para su

proliferacion de la actividad de estos receptores (Smith & Toft 1993).

Terapias hormonales que tienen como blanco terapéutico al RE

Existen dos isoformas del RE, REa y RE, las cuales se expresan a partir de
distintos genes ubicados en los cromosomas 6 y 14. Su expresion es tejido
especifica. Los RE funcionan en forma de dimeros y ambas isoformas son capaces
de unirse entre ellas para constituir heterodimeros. Estas luego de dimerizarse se
unen al ADN a secuencias conocidas denominadas elementos de respuestas a
estrogenos (ERE) y de esta manera activan la transcripcion de sus genes blanco
(Osborne et al. 2004).

Con el objetivo de aprovechar la sefializacion del RE con fines terapéuticos se
disefiaron numerosos moduladores selectivos del RE (SERMs) como lo son el
tamoxifeno (TX) vy el raloxifeno (RX). Estos son capaces de unirse al RE debido a
las similitudes estructurales con los estrégenos, los ligandos naturales. Sin embargo,

luego de la unién ejercen efectos funcionalmente distintos tanto en las células
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normales como en las tumorales y pueden funcionar como agonistas 0 antagonistas
en forma tejido especifica (Jackson et al. 1997).

El TX fue utilizado por décadas para el tratamiento del cancer de mama RE+
incluso en estadios avanzados y mostro un grado de efectividad similar a la ablacién
ovarica en mujeres premenopausicas (Ingle et al. 1986). Cuando se utilizé durante 5
afios como terapia adyuvante el uso del TX redujo un 47% la reincidencia y un 26%
la mortalidad en mujeres RE+ (Breast et al. 2005) e incluso recientemente se llegé a
la conclusion que el uso prolongado de TX, mayor a 5 afios, resulta aun mas
beneficioso (Davies et al. 2013).

Si realizamos una comparacion entre el RX y el TX, una desventaja del TX es
que da lugar a una mayor cantidad de efectos colaterales a nivel de eventos
tromboembdlicos y ginecoldgicos. Sin embargo, cuando ambas drogas se
compararon en el mismo ensayo clinico la eficacia del RX fue aproximadamente de
un 25% menor que la del TX (Sestak 2014).

Otro tipo de terapia enddcrina disponible que hace foco en el RE involucra a los
Inhibidores de Aromatasa (lIAs), que interrumpen la produccion de los estrogenos.
Dentro de este grupo los de mejor eficacia son los de tercera generacion, entre los
que se encuentran Anastrazole, Letrozole y Exemestano. Estos mostraron una
mayor eficacia terapéutica que los SERMs como el TX y son los aconsejados en
mujeres postmenopausicas con cancer de mama tanto in situ como metastasicos
RE+ (Fabian 2007). S6lo son recomendados en mujeres post-menopausicas debido
a que la presencia de cierta funcion ovarica residual ante la presencia de IAs dispara
el incremento de esteroides a nivel fisioldgico que podria favorecer el crecimiento
tumoral (Van Asten et al. 2014).

Por dltimo cabe mencionar al Fulvestrant (FUL; IClI 182780) que es un
antiestrogeno puro debido a que no muestra actividades agonistas, muy importante
si consideramos el problema endometrial asociado con los SERMs. El FUL ha
mostrado una actividad terapéutica similar a los I1As en tratamientos de segunda
linea en carcinomas mamarios que habian resultado refractarios al TX. El
inconveniente que tiene el FUL, lo cual es compartido con los IAs, y a diferencia del
TX, es que los pacientes tratados con estas drogas tienden a presentar problemas
0seos debidos a la accion de antagonista estrogénico en hueso (Howell et al. 2005).
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Debido a que en este trabajo se va a hacer uso de un tipo particular de
hormonoterapia que hace blanco en el RP se hace necesario hacer una revision de

las caracteristicas estructurales y funcionales de este RH.

Receptor de Progesterona

El RP se encuentra constituido por dos isoformas, la Ay la B (RPA y RPB
respectivamente) las cuales se expresan a partir de un Unico gen pero de distintos
promotores (Kastner et al. 1990). Ambas generalmente se coexpresan en una
relacion 1:1 en los tejidos normales. RPB tiene un peso molecular de 120 kDa en
humanos (115 kDa en ratones) y RPA 94 kDa (83 kDa en ratones) ya que carece de
un fragmento N-terminal presente en la isoforma B denominado BUS (Fig. 1.1.).

Clasicamente se describi6 que el mecanismo de accién de este receptor
depende totalmente de la unién de su ligando. Este induciria fosforilaciones en el
receptor que lo liberarian de las proteinas chaperonas que lo mantienen estable en
el citoplasma y posteriormente se translocaria al nacleo en donde es capaz de
regular la expresion de sus genes blanco previa dimerizacion (Graham et al. 1995).
Posteriormente se demostr6 que el RP se puede activar en forma ligando
independiente por factores de crecimiento (Lange et al. 1998; Lamb et al. 1999;
Labriola et al. 2003; Cerliani et al. 2011) y ademas que puede tener una localizacién
en la membrana celular (Bottino et al. 2011) activando vias de sefializacion no
gendmicas (Lange 2008).

Se ha demostrado que la activacién de RPA estaria asociada a funciones de
represion génica y sobre todo tendria una funcién de inhibir la transcripcion inducida
por RPB o por otros receptores hormonales (Clark & McGuire 1983). Datos previos
extraidos de arrays de expresion génica indican que ambas isoformas, tanto en
presencia como en ausencia de ligando, son capaces regular la expresion de
distintos genes. Incluso RPA es mas activa en la regulacion génica en ausencia de
ligando. Es interesante destacar que ambas isoformas son capaces de regular
algunos genes del ciclo celular como p21 y Ciclina D1 (CCND1), mientras que BCL-
XL, un gen que codifica para una proteina antiapoptotica, es regulada

exclusivamente por RPA. RPB esta mas asociada al control de genes involucrados
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en el desarrollo de la glandula mamaria y su diferenciacion (J. K. Richer et al. 2002;
Jacobsen et al. 2002a).

Los estudios realizados con ratones knock out (KO) para RPA o RPB muestran
claramente las funciones diferentes de ambas isoformas en mamay en Gtero, siendo
RPA mas relevante en endometrio y RPB en la glandula mamaria, demostrando una
vez mas que ambas isoformas del RP tienen distintas funciones y que su expresion
difiere tanto temporal como espacialmente cumpliendo con roles diferentes durante
el desarrollo de la glandula mamaria (Aupperlee et al. 2005).

En la mayoria de los carcinomas mamarios existe un desbalance de estas
isoformas con la supremacia alternativa de una de ellas. Con respecto a qué es lo
que provoca este desbalance en los pacientes con cancer de mama aun no esta
muy claro, pero uno de los mecanismos involucrados podria ser el silenciamiento por
metilacion (Wargon et al. 2011; Pathiraja et al. 2011)

En cuanto a los trabajos en bibliografia que muestran estudios de isoformas de
RP en muestras de pacientes con cancer de mama podemos mencionar los llevados
a cabo por el grupo de Clarke y col., quien estudi6 la relacién de isoformas en tejidos
normales, hiperplasias ductales y carcinomas in situ. Este estudio permitio
determinar que el desbalance en las isoformas del RP se da muy temprano en la
progresion tumoral. Y de esta manera proponen que la relacion de isoformas no sélo
es importante en la prognosis, sino que también podria funcionar como un marcador
temprano de malignidad (Mote et al. 2002).

Es importante el trabajo del grupo de Fuqua y col., en el cual se utilizaron 297
pacientes con metastasis en ganglio axilar. La determinacion de la relacion de
isoformas del RP se hizo a través de inmunoblot. El objetivo fue correlacionar la
relacion de RP con la respuesta a la terapia endocrina y los autores concluyeron que
aguellos pacientes con mayores niveles de RPA que RPB, que son el 60% de los
tumores RP+, tienen 2,97 mas probabilidad de tener una recidiva luego del
tratamiento con TX (Hopp et al. 2004). Curiosamente, en un trabajo posterior en el
cual se estudiaron 500 pacientes sin tratamiento sistémico o con terapia con TX se
observé que la metilacion de RPA, o sea su silenciamiento, correlacionaba con peor
pronéstico (Pathiraja et al. 2011).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio realizando Western blots de

muestras de pacientes con cancer de mama coinciden con las proporciones ya
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publicadas y la mayoria de los pacientes presentan una mayor proporcion de RPA
gue de RPB (Mote et al. 2002) (Rojas et al 2010, SABC. Texas).

En estudios con lineas celulares creciendo in vitro se ha sugerido que la
isoforma RPB en ausencia de ligando estaria asociada a mayor migracion celular. La
incubacion con un progestageno disminuiria este efecto, mientras que la MFP
tendria un efecto opuesto. RPA por otra parte, potenciaria el efecto de RPB sélo en
ausencia de ligando (Bellance et al. 2013).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, y resultados preclinicos
obtenidos en nuestro laboratorio proponemos que el grupo de pacientes con altos
niveles de RPA son los que se beneficiarian de una terapia con antiprogestagenos,

moléculas que son capaces de inhibir la actividad del RP (Lanari et al. 2012).

165 933 RPA

1 933

DBD H

Fig. 1.1. Esquema ilustrando las isoformas de RP. LBD (sitio de unién del Ligando), DBD
(sitio de union al DNA), H (bisagra). Se puede observar el mayor tamafio de la isoforma B
con respecto a la A constituido por el segmento BUS. Extraido de (Lanari et al. 2012).

Terapias hormonales que tienen como blanco terapéutico
al RP

En este trabajo utilizamos el RU-486 o Mifepristona (MFP). Es el primer
antiprogestageno que fue utilizado en la clinica (Baulieu 1986) y fue desarrollado en
Francia como antiglucocorticoide; sin embargo, su capacidad de unirse también al
RP expandié su uso como agente abortivo [revisado en (Tieszen et al. 2011)]. Los
ensayos clinicos se iniciaron en 1982 y fue rapidamente adoptada por el Reino
Unido y Suecia (Mackenzie 1997). Una de las principales ventajas que posee en la

actualidad con vistas a ser usada como agente de hormonoterapia en cancer de
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mama, es que es una droga ampliamente conocida desde el punto farmacoldgico
(Simmonds 2002).

Para inducir abortos tempranos se administra en dosis de 600 mg seguida de
una dosis de 40 mg de Misoprostol (Prostaglandina) por via oral. Esto permite evitar
las intervenciones quirdrgicas para provocar abortos que traen aparejado un mayor
riesgo.

En Estados Unidos hace 15 afios se aprobd el uso de MFP como agente
abortivo en forma conjunta con Misoprostol y hace 3 afios para el tratamiento del
sindrome de Cushing (U.S. food and drug administration:

http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/PostmarketDrugSafetylnformationforPatientsan

dProviders/ucm111334.htm). MFP muestra una alta afinidad por el RP y por el

receptor de glucocorticoides (RG) (Baulieu 1986), donde su actividad
antiglucocorticoide le otorga su potencialidad terapéutica para el tratamiento de la
enfermedad de Cushing. Las dosis en este caso son superiores a 300 mg diarios y
se administran por via oral sin mostrar efectos toxicos adicionales a los inducidos por
su efecto enddcrino (Check et al. 2010).

Desde su desarrollo en el afio 1986, se propuso su uso para el tratamiento de

distintas neoplasias, entre ellas meningiomas y cancer de mama (Horwitz, 1992).

M OH
ne”

:--C=C—CH,

Fig. 1.2. Estructura quimica de Mifepristona (11-[4-(dimethylamino)phenyl]-17-hydroxy-
17-[1-propynyl]-[11b,17b]-oestra-4,9-diene-3-one).
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Mifepristona in vitro

En experimentos in vitro, hace ya tres décadas se demostr6 en pruebas
llevadas a cabo con células de cancer de mama humano T47D y MCF-7, que MFP e
hidroxitamoxifeno (OH-TX) a bajas concentraciones (1-10 nM) inducen un efecto
citotoxico y citostatico (detencion en G1-GO0) en una fraccidon de las células. Ambos
efectos a estas concentraciones han sido considerados receptor especificos ya que
pueden ser revertidos por R5020, un agonista del RP y 17-3-estradiol (E>) el ligando
del RE.

En concentraciones mayores ejercen un efecto citotéxico que no puede ser
revertido por agonistas y por ende estaria involucrando a otros mecanismos receptor

independiente (Bardon et al. 1987).

Ensayos clinicos

En el afio 1989 se realiz6 un ensayo clinico con 11 pacientes utilizando MFP
como terapia de segunda linea luego del tratamiento con TX. El objetivo principal de
este estudio fue evaluar los efectos colaterales. La MFP fue administrada en dosis
orales de 200 a 400 mg diarios y a pesar de que no hubo una seleccion de los
pacientes basada en algun criterio en funcion al estado de sus RH, se observé una
clara respuesta en un paciente, una estabilizacién corta en 6 pacientes y progresion
de la enfermedad en 4. En cuanto a los efectos colaterales se observaron algunos
asociados principalmente a su actividad antiglucocorticoide (Klijn et al. 1989).

En otro estudio realizado con el antiprogestageno puro Onapristona (ONA; ZK
98.299, Schering) como tratamiento de primera linea se reclutaron 19 pacientes,
RE+ y 18 también eran RP+. En este ensayo se consiguié una remision del 67% con
un tratamiento de 70 semanas en las cuales se administr6 ONA (100 mg/dia por via
oral). La droga tuvo efectos hepatotoxicos por lo que se ordend suspender el
tratamiento en forma anticipada. Sin embargo, es de destacar que las respuestas a
ONA fueron comparables a las obtenidas por TX en estudios como terapia de

primera linea. Actualmente ARNO Therapeutics Inc. se encuentra reclutando
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pacientes para un estudio nuevo con ONA en los cuales se seleccionaran los
pacientes por expresar altos niveles de RP activado (NCT02052128).

Teniendo como referencia al anterior estudio podemos mencionar que en
pacientes RH+ una buena terapia endocrina como tratamiento de primera linea tiene
como resultado una tasa de respuesta maxima del 66% de los pacientes tratados,
mientras que los agentes endocrinos como terapia de segunda linea dan respuestas
positivas maximas solo en el 10% aproximadamente.

Es interesante destacar que MFP indujo incrementos en los niveles de E; en
plasma de cinco veces, efecto que no se manifesté cuando se administré6 ONA, es
por eso que para la clinica de usarse MFP se recomendaria su uso en combinacion
con TX (Robertson & Willsher 1999).

Recientemente en otro ensayo clinico se utilizé Lonaprisan (LON; Bayer) otro
antiprogestageno de ultima generacion. Se utiliz6 como terapia de segunda linea en
carcinomas mamarios estadio IV, RP+y HER2-, que previamente ya habian recibido
hormonoterapia o quimioterapia. Este ensayo dio una respuesta limitada, incluso se
suspendié el protocolo antes de terminar de enrolar a todas las pacientes
programadas dado que los resultados fueron desalentadores (Jonat et al. 2013).
Creemos que estos resultados podrian sugerir que de utilizarse los
antiprogestagenos para tratamiento de cancer de mama deberia ser un tratamiento
de primera linea, que es la etapa en la cual las hormonoterapias han mostrado ser
mas efectivas.

En resumen, entre los ensayos clinicos llevados a cabo con farmacos que
hacen blanco en el RP se obtuvieron resultados discordantes, lo cual puede deberse
principalmente a la falta de unificacibn en los criterios de enrolamiento de los
pacientes, y a que muchos de ellos ya habian recibido previamente quimioterapia u
hormonoterapia de algun tipo. Sin embargo, nosotros postulamos que los
antiprogestagenos representan una herramienta promisoria que debe ser
aprovechada, y que su eficacia en los tratamientos va a estar directamente asociada
a un adecuado criterio de seleccién de pacientes.

Para finalizar, sin utilizar las propiedades de la MFP como antiprogestageno,
también se la utiliz6 como tratamiento paliativo en dosis de 200 mg por dia en varios
tipos de cancer humano en los cuales previamente no hubo respuesta con otras

drogas obteniéndose resultados positivos (Check et al. 2010).
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Quimioterapia

La quimioterapia se basa en la administracion de un grupo de agentes
guimicos que destruye a las células durante la divisién celular. Una caracteristica
muy importante si consideramos que las células neoplasicas son células que tienen
una tasa de division muy elevada. Sin embargo, no son las Unicas células con estas
altas tasas de division y por esta razén el uso de estas drogas también se asocia a
sintomas adversos. La quimioterapia es utilizada para tratamiento de neo-
adyuvancia, adyuvancia y paliativa en los pacientes con cancer de mama
metastasico o cancer recurrente.

Dentro de las drogas quimioterapicas mas utilizadas en cancer de mama se
encuentran las antraciclinas y los taxanos. Aun para tumores que son HER2
positivos, el Trastuzumab es usualmente administrado con taxanos como el DOC.
En la Tabla 1 se muestran las drogas mayormente utilizadas en el tratamiento del

cancer de mama.

Familia de Ejemplos Mecanismos de accién
compuestos
Taxanos Paclitaxel Se unen a los microtabulos polimerizados y
Docetaxel mas especificamente a la subunidad beta de
Nab-paclitaxel los microtubulos. Los estabiliza afectando la

dinamica global de su funcionamiento.

Antraciclinas Doxorubicina Son agentes intercalantes que inhiben el
liposomada funcionamiento de la topoisomerasa 2, una
enzima encargada de liberar tensiones
durante la replicacién, transcripcion y
reparacion del ADN.

Agentes del Carboplatino Generan adicion de grupos alquilo

platino Cisplatino principalmente metilos. Esto provoca a nivel
del ADN uniones entre bases nitrogenadas
provocando errores durante la reparaciéon y

la replicacion.
Alcaloides de Vinorelbina Tienen la capacidad de wunirse a los
la Vinca (vinca Vincristina microtibulos que estan constituyendo el
rosacea) Vinblastina huso mitético cristalizandolo y provocando un

arresto en G2/M. Adicionalmente interfieren
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con muchos otros procesos metabolicos.

Anélogos de Gemcitabina Son compuestos cuyos derivados interfieren
los nucledsidos | Capecitabina con la produccion de timidina y la sintesis de
RNAm.

Antraquinonas Mitoxantrona Son agentes intercalantes del ADN capaces
de provocar entrecruzamientos y roturas de
cadena. Interfieren en la sintesis de RNA e
inhiben a la topoisomerasa 2.

Macrolidos Exabepilona Se unen a los heterodimeros de alfa y beta
tubulina de la misma forma que los taxanos.

Hexosas Eribulin Son moléculas capaces de afectar la fase de
crecimiento de los microtubulos, sin afectar
la fase de decrecimiento.

Tabla 1.1. Drogas quimioterapéuticas mas utilizadas en el tratamiento de cancer de
mama. Informacion extraida de la Asociacion Americana de Cancer (http:/
www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-cancer-treating-chemotherapy).
El mecanismo de accion de cada una de ellas fue extraida a partir de una base de datos on-
line drugbank (http://www.drugbank.ca/).

En la actualidad se disponen de nuevas y mejores formulaciones que
efectivamente mejoraron la capacidad de acumulacibn de los agentes
guimioterapicos en el tejido tumoral reduciendo su concentracion en los tejidos
normales. Esto condujo a una reduccion significativa en los efectos colaterales
indeseados caracteristicos de estas terapias.

En este trabajo se utiliz6 Doxorubicina libre (DOX) para los tratamientos en
placa de las células tumorales y Doxorubicina Liposomada (PEG-DL) en los
experimentos in vivo para el tratamiento de los tumores tanto murinos como los
derivados de xenotransplantes, y paclitaxel (PAX) unido a albimina (Nab-paclitaxel)
para los experimentos in vivo exclusivamente. Se ha demostrado que estas drogas
son las mas efectivas en incrementar el periodo libre de enfermedad y la sobrevida
total (Bria et al. 2006).

Antraciclinas (Doxorubicina)
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La DOX y la Epirubicina pertenecen al grupo de drogas conocido como
antraciclinas. El primer miembro de este grupo de antibidticos fue descubierto en
1950 y fue aislado de una cepa de bacterias perteneciente al género Streptomyces

(Streptomyces peuceticus). Se intercalan en el ADN y ejercen su accion inhibiendo a

la Topoisomerasa I, una enzima que juega un rol central en el mantenimiento de la
estructura del ADN durante la replicacion, la transcripcion, la recombinacion y la
condensacion/descondensacion del ADN (Walker & Nitiss 2002).

En la actualidad se dispone de nuevas formulaciones de nanoparticulas que se
utilizan para incrementar la especificidad de las drogas dentro de los tumores
disminuyendo los efectos colaterales sistémicos. Se han desarrollado liposomas
recubiertos por moléculas de polietilenglicol que encierran en el interior a la DOX
(Figura 1.3). Estos liposomas aprovechan las fenestraciones que se encuentran en
gran cantidad en los vasos tumorales anormales para acumularse de forma
especifica en el intersticio del tumor. Ademas las moléculas de polietilenglicol
disminuyen la capacidad del sistema monocitico mononuclear de detectar y eliminar
a los liposomas. Esto permite que los liposomas incrementen su periodo de
permanencia en la circulacion reduciendo al mismo tiempo los problemas cardiacos
causados por la DOX (Anders et al. 2013) (Figura 1.4). Actualmente es una de las
mas utilizadas, considerandose como parte de humerosos tratamientos combinados
en varios esquemas de administracion, lo cual se debe principalmente a que esta
formulacién disminuye notoriamente la toxicidad (Batist 2007).

Existen trabajos en bibliografia de marcadores asociados al uso de DOX. Como
se menciond anteriormente el blanco principal de las drogas pertenecientes a las
antraciclinas es la Topoisomerasa Il (TOP2A) y se sabe, a partir de un estudio
llevado a cabo por Knoop y col., que existe un incremento en la sensibilidad a las
antraciclinas en aquellos pacientes con TOP2A amplificado y que contrariamente, la
delecién de este gen genera resistencia (Knoop et al. 2005).

Es interesante por otra parte destacar que existe una correlacion positiva entre
la amplificaciéon de TOP2A y la de HER2 (Jarvinen et al. 2000). De forma similar en
otros estudios retrospectivos, se observo que los pacientes con cancer de mama con
amplificacion de TOP2A tratados con antraciclinas mostraron una sobrevida libre de
enfermedad y una sobrevida total mayor que aquellos pacientes que no poseian la

amplificacion (Barrett-Lee 2005).
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Actualmente las terapias que contienen antraciclinas y taxanos, que es el grupo
que trataremos a continuacion, son consideradas superiores y se encuentran

incluidas en los protocolos de tratamiento méas efectivos (Joensuu & Gligorov 2012).

Estructura de un Liposoma
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Fig. 1.3. Estructura de los liposomas PEG-LD. Las moléculas de DOX se encuentran en
el interior de los liposomas. Los liposomas se encuentran cubiertos por largas moléculas de
polietilenglicol que lo protegen del sistema fagocitico mononuclear.
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Fig.1.4. Esquema que ilustra la forma en que el lipsoma se concentra en el tejido
tumoral. Los liposomas de PEG-DL llegan a los nidos de células tumorales atravesando las
fenestraciones del sistema vascular tumoral anormal. Adicionalmente, dado el mayor tiempo
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en circulacién en comparacién con la DOX libre, muestra mayor acumulacién en el tejido
neoplasico.

Taxanos (Paclitaxel)

Los taxanos son terpenos extraidos de plantas del género Taxus, de ahi su
nombre. Se introdujeron en la clinica por primera vez en la década de 1990. Dentro
de este grupo se encuentra el PAX y el DOC, considerados como agentes
guimioterapéuticos principales en el tratamiento del cancer de mama. Los taxanos
son capaces de unirse a los microtubulos polimerizados, los estabilizan, y de esta
manera interrumpen la dinamica global del citoesqueleto, impidiendo que las células
sean capaces de llevar a cabo la mitosis (McGrogan et al. 2008).

Luego del tratamiento con PAX las células se arrestan en G2/M, y luego ocurre
la muerte celular mediada por la via mitocondrial (Fabbri et al. 2006; Ferlini et al.
2009). ElI PAX también causa disrupcién en el sistema de microtibulos que se
encuentra funcionando durante la interfase afectando la proliferacion y el
metabolismo. Esto se debe a que la integridad de la dinamica de los microtubulos no
es solo esencial para la separacion y segregacion de los cromosomas durante la
division celular, sino también para el desarrollo y el mantenimiento de la forma
celular, el transporte de vesiculas, el transporte mitocondrial e incluso la
transduccion de sefales (McGrogan et al. 2008). Sin embargo, el mayor
inconveniente de estas drogas es la falta de solubilidad en medios acuosos. Por esta
razén se requiere que ambas sean reconstituidas en un excipiente denominado
cremophor que por si mismo ya aporta un grado considerable de toxicidad
(Hortobagyi 2000). La toxicidad resultante de la formulaciéon Taxol (PAX en
cremophor) termina limitando la cantidad de quimioterapico que es posible
administrar a un paciente, ya que en estas condiciones tiene la potencialidad de
provocar reacciones de hipersensibilidad pudiendo provocar la muerte (Moulder &
Hortobagyi 2008).

Con el fin de mejorar las formas de administrar esta droga se generaron
diversas formulaciones. En el caso especifico del PAX se desarrollo una formulacion
en nanoparticula denominada Nab-paclitaxel (Fig. 1.5.). Esta formulacion consiste en
moléculas de PAX unidas a albumina humana. De esta forma se evita el uso de

excipientes toxicos y ademas se aprovechan los mecanismos propios de los tumores
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para acumular activamente las moléculas de albumina, incrementando asi los
niveles de PAX en el tejido tumoral (Fig. 1.6.) (Guarneri et al. 2012). Adicionalmente
también se elimina la necesidad de la administracion de una medicacion previa para
reducir la incidencia de reacciones de hipersensibilidad (Moulder & Hortobagyi
2008).

Para dar un ejemplo de la ventaja de Nab-paclitaxel sobre el Taxol desde el
punto de vista clinico, podemos mencionar un ensayo clinico utilizando pacientes
con cancer de mama avanzado en el cual se compararon ambas formulaciones. Con
Nab-paclitaxel se consiguieron dosis maximas de 300 mg/m? administradas una vez
por semana, mientras que con Taxol las dosis maximas alcanzadas fueron de 175
mg/m?. Asimismo con Nab-paclitaxel en aquellos casos en los cuales los pacientes
ya habian recibido previamente una terapia basada en taxanos la tasa de respuesta
fue de un 13%, y en aquellos en los cuales no existié terapia previa con taxanos la
tasa de respuesta fue de un 62% (Easton et al. 2007).

En cuanto a los mecanismos de resistencia a los taxanos descriptos
previamente podemos mencionar a uno de los mas frecuentes y mejor conocidos, el
gue involucra a la proteina P que depende de la expresion del gen de resistencia a
multidrogas 1 o MDR-1. La proteina P es una bomba que a través de transporte
activo expulsa a las drogas quimioterapéuticas sin relacion quimica desde el interior
hacia el exterior de las células. Un mecanismo de resistencia que también se puede
presentar para las antraciclinas (Cordon-Cardo et al. 1990; Dean et al. 2001).

Por otro lado, existen mutaciones en el dominio intermedio de la tubulina  que
provocan modificaciones en el sitio de unién de la tubulina al PAX (Murray et al.
2012a). De forma alternativa la resistencia puede darse por un cambio en el patréon
de expresion de las isoformas de tubulina por otras de menor afinidad, un
incremento en la expresion de tubulina per se, una alteracion de las proteinas que se
asocian a los microtubulos o incluso una sobre-expresion de las proteinas BCL-2 o
BCL-XL, ya que como se mencion0 anteriormente, la muerte celular programada
provocada por taxanos involucra a la via intrinseca de la apoptosis (Murray et al.
2012b; McGrogan et al. 2008; Flores et al. 2012).

Curiosamente, en el modelo de cancer de mama T47D se ha asociado la
resistencia a taxanos con altos niveles de expresion de RPA, la cual otorgaria a las
células tumorales la capacidad de sobrepasar el punto de control del ensamble del

huso mitético en presencia de estabilizadores como el PAX y sobrevivir (Badtke et al.
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2012). Ademas, uno de los genes que se encuentra regulado por el RPA, y no asi
por RPB, es BCL-XL (J. Richer et al. 2002), y como se mencion0 anteriormente se
encuentra asociado al control de la via intrinseca de la apoptosis. La sobre-
expresion de BCL-XL se encuentra también asociado a la resistencia a taxanos
(Flores et al. 2012).

Nab-Paclitaxel

130 nm

Fig. 1.5. Estructura de Nab-paclitaxel. Esquema representando a las particulas de Nab-
paclitaxel. Las particulas contienen PAX y albumina humana; tienen un tamafio promedio de
130 nm.
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Fig. 1.6. Esquema ilustrando a Nab-paclitaxel ingresando al tejido tumoral. La albGmina
humana ademas de aportar un mayor grado de solubilidad a la formulacion también
incrementa la acumulacion de la droga en el tejido tumoral a través del transporte activo
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llevado a cabo por la HP60 de las células endoteliales y la union a la proteina SPARC
secretada por las células neoplasicas.

Terapias combinadas

Los regimenes de terapias combinadas se administran a pacientes que
requieren una reduccidon significativa en su masa tumoral o en casos de una
enfermedad r4pidamente progresiva, con el objetivo de mitigar los sintomas
paliativos o incluso para reducir las dosis maximas de cada una de las drogas
individualmente, sin tener que llevar al limite la tolerancia del paciente. Este tipo de
terapias maximizan el beneficio reduciendo el tamafio tumoral y la recurrencia, y al
mismo tiempo incrementando la supervivencia libre de enfermedad y la sobrevida
total (Breast et al. 2005).

Un escenario en el cual es conveniente realizar combinaciones de terapias es
cuando un agente antitumoral puede modelar el microambiente tumoral y mejorar las
condiciones para la accién de un segundo agente antitumoral. Esto es aplicable para
drogas que son capaces de remodelar la vasculatura tumoral, cambiando al mismo
tiempo las concentraciones de oxigeno y PH que podrian potenciar el efecto de la
radioterapia o la quimioterapia tradicionales (Horsman & Siemann 2006; Ostergaard
et al. 2013).

En este caso en particular vamos a referirnos a un tipo de terapia combinada
entre hormonoterapia y quimioterapia. En bibliografia existen estudios tanto a favor
como en contra de la hormono quimioterapia. Como ejemplo podemos citar un
estudio llevado a cabo por Tominaga y col., en el que se usé acetato de
medroxiprogesterona (MPA; agonista del RP) en forma conjunta con el esquema de
CAF (ciclofosfamida, DOX vy fluoracilo) en donde el resultado fue mejor cuando se
utilizaron ambos tipos de drogas en forma conjunta (Barrios et al., 2012; Tominaga et
al., 1994). También se compar0 la efectividad de tratamientos que involucraron
regimenes de CMF con o sin TX en pacientes post-menopausicas con nodos
positivos. Se llegd a la conclusién que es positivo agregar TX a la terapia de CMF
(Breast et al. 1997).

Adicionalmente en trabajos del grupo de lkeda y col. se mencioné que los
taxanos como el PAX y el DOC muestran una muy buena actividad en hormono
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guimioterapias que hacen blanco en el RE. Demostraron que estos taxanos tienen
una alta eficacia en combinacion con TX y FUL, a diferencia de DOX que lleg6 a
mostrar un comportamiento antagonista con TX (lkeda et al. 2011). Esto es debido a
que en este caso particular el agente hormonal es capaz de reducir la expresion de
la proteina tau, cuya sobreexpresion esta asociada a la resistencia a taxanos (lkeda
et al. 2010). Por esta razon se podria pensar que en aquellos casos en los que los
quimioterapicos muestren una baja efectividad en tumores RH+, resultaria util la
administracion de terapias hormonales mejorando la efectividad del tratamiento
antitumoral (Ikeda et al. 2011). También se ha postulado que la presencia de RHs
sugiere un potencial beneficio de una terapia hormonal y menor o nulo efecto
derivado del uso de una terapia basada en quimioterapicos (Alba et al. 2012), por lo
tanto todavia es controvertido el uso de terapias combinadas enddécrinas y quimicas

para el tratamiento de cancer de mama RH+.

Modelos en cancer de mama

Lineas celulares

Existen diferentes modelos de estudio en cancer de mama y dentro de los més
simples tenemos el cultivo celular bidimensional. Los cultivos celulares realizados a
partir de muestras derivadas de tumores se denominan cultivos primarios y por otro
lado se pueden realizar cultivos de lineas celulares ya establecidas, de las cuales
existen varias disponibles comercialmente. Entre las mas utilizadas tenemos a las
lineas MCF-7, T47D y MDA-MB-231 (Burdall & Hanby 2003).

Los clasicos modelos de lineas celulares han aportado datos invaluables
acerca de los mecanismos moleculares de las vias de sefializacion claves de los
conductores oncogénicos que gobiernan la tumorigénesis, la progresion maligna y la
resistencia a quimioterapicos. Sin embargo, el potencial de poder transferir los
descubrimientos a nivel de estos modelos a lo que ocurre en los tumores humanos
es cuestionable.

También se deben mencionar los cultivos celulares en 3 dimensiones (3D), los
cuales han demostrado ser de una gran utilidad ya que permiten el analisis de otras

caracteristicas del comportamiento tumoral. Caracteristicas que no se pueden poner
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de manifiesto en un cultivo 2D, como por ejemplo el potencial de invasién en una
matriz.

Por ultimo hay que mencionar que los cultivos no necesariamente deben estar
conformados por un solo tipo celular y que se pueden realizar co-cultivos celulares
tanto en 2D como en 3D para desentrafar interacciones heterotipicas, pudiendo
incluir células de naturaleza estromal.

Los estudios de asociacion entre las caracteristicas de tumores primarios y la
respuesta a determinadas drogas aportan importante informacion pero los tumores
primarios no son tan versatiles como las células en cultivo para ser manipulados
(Villeneuve et al. 2006). Las lineas celulares exhiben una heterogeneidad gendmica,
transcripcional y biolégica comparable en ciertos aspectos a la de los tumores
primarios y con la versatilidad requerida (Kao et al. 2009), sin embargo poseen un
namero mayor de amplificaciones que los tumores parentales. Esto podria deberse a
gue las células con mayor nimero de amplificaciones tienen una ventaja selectiva de
crecimiento in vitro. La falta de tejido estromal es otra de las caracteristicas que
impiden a las lineas celulares modelar interacciones celulares existentes en los
tumores primarios (Burdall & Hanby 2003).

En las lineas celulares de cancer de mama es posible distinguir genotipos
luminales o basales. Las lineas celulares RE+ mantienen un espectro de expresion
de genes relacionados al mecanismo de accion del RE que incluyen por ejemplo
mediadores transcripcionales claves como FOXA1 y GATA3 (Burdall & Hanby 2003).
Las lineas celulares que recibieron la denominacion basal like son RE negativas y
exhiben con una mayor frecuencia mutaciones de TP53 y de PTEN, consistente con
los descubrimientos que se llevaron a cabo en los arrays génicos de tumores
primarios (Perou & Bgrresen-Dale 2011; Kao et al. 2009).

Se puede concluir que las lineas celulares de cancer de mama son mas
complejas desde el punto de vista genético que los tumores primarios pero aun
retienen los patrones de expresion que permiten la distincion troncal entre basal-

luminal a nivel molecular.

Cultivos primarios y organotipicos
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Es posible establecer cultivos primarios a partir de tumores de mama tanto
murinos como humanos. Sin embargo tanto los cultivos primarios murinos como los
humanos son complicados de establecer. Segun la experiencia del laboratorio, en
lineas tumorales murinas el procedimiento depende de la linea tumoral a partir de la
cual se desea realizar el cultivo. Sin embargo luego de haber estandarizado el
método la eficacia es relativamente elevada. Por otro lado el establecimiento de
cultivos primarios a partir de biopsias humanas se mantiene siempre dificultoso, la
eficacia es de un 10% solamente (porcentaje calculado a partir de 100 muestras
procesadas).

Los cultivos organotipicos se originan a partir de explantos de tejidos y son
utilizados en estudios en los cuales se requiere mantener la histologia. Este tipo de
modelos son capaces de arrojar informacion de las células localizadas dentro de su
ambiente natural. La desventaja principal en este tipo de modelos es que las
condiciones de cultivo deben ser cuidadosamente controladas para obtener
resultados reproducibles (Pampaloni et al. 2007; Timmins et al. 2005).

Los explantos de tejidos en cultivo fueron utilizados por primera vez en las
areas de neurofisiologia. Los tejidos se mantienen in vitro en el entramado de un gel
o sobre una membrana semipermeable en la presencia de medio de cultivo
isoténico. Las principales ventajas a destacar de esta forma de cultivo es que
mantienen la arquitectura tisular y la presencia de distintos tipos celulares dentro del

tejido (Pampaloni et al. 2007).

Modelos experimentales de cancer de mama murinos

Dentro de los modelos para llevar a cabo estudios de la biologia en cancer de
mama los modelos murinos constituyeron una pieza muy importante (Hollern &
Andrechek 2014). Este tipo de modelos poseen origenes entre los que se pueden
mencionar los inducidos por el virus de tumor mamario murino (MMTV) (Gattelli et al.
2006), con mutagénesis quimica (Yin et al. 2005), o ratones genéticamente
modificados lo cual ha permitido la identificacién de un gran niamero de oncogenes.
Asimismo, dentro del grupo de modelos de ratones modificados genéticamente a

través de ciertos refinamientos en los sistemas se ha podido activar o inactivar
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genes en tejidos y momentos especificos. Como ejemplos importantes de modelos
tumorales en cancer de mama podemos citar el modelo de HER-2 (NeuNT) que
permitio reforzar la idea de este gen como oncogen conductor (Muller et al. 1988), el
modelo de P53 mutado en epitelios mamarios (Zhang et al. 2008), o mas
recientemente un modelo de KO de STAT-1 en el cual los tumores inducidos
expresan RE y RP (Chan et al. 2012).

En este trabajo en particular se utiliz6 un modelo murino que en el pasado ya
contribuyd con importantes descubrimientos sobre la fisiologia del cancer de mama,
como asi también a colocar el RP junto con los antiprogestagenos en un rol central
como posible terapia (Lanari et al. 2012; Polo et al. 2010; Soldati et al. 2010; Cerliani
et al. 2011).

Modelo de carcinomas mamarios murinos inducidos por
MPA

Este modelo murino fue inducido por la administracion continua de MPA en
ratones BALB/c. Los tumores se han mantenido por trasplantes singeneicos.
Presentan la mayor parte una histologia ductal, son metastasicos y son RE+ y RP+,
caracteristica compartida con el 80% de carcinomas de mama humanos.

En un principio, en los primeros pasajes el crecimiento tumoral era totalmente
dependiente de la administracion de MPA ya que no crecian en ratones que no
estuvieran recibiendo este progestageno (variantes hormono dependientes; HD). Sin
embargo, con el tiempo aparecieron variantes tumorales que prescindian del
agregado exdégeno de hormona (variantes hormono-independientes; Hl) (Lanari et al.
2009). La mayor parte de las variantes, tanto HI como HD, se mostraron sensibles a
la administracién de terapia hormonal con antiprogestagenos como MFP, ONA, LON
o Proellex o de E; (Wargon et al. 2009; Montecchia et al. 1999; Helguero et al. 2003;
Wargon et al. 2014.), regresionando con este tipo de tratamiento hormonal tanto los
tumores como sus metastasis (Vanzulli et al. 2005). Sin embargo, algunas de las
variantes HI crecian en presencia de antiprogestagenos y éstas se denominaron
antiprogestageno resistentes, con resistencia constitutiva o de novo. Por otra parte
por presion selectiva luego de inhibir las variantes sensibles al tratamiento se

generaron variantes con resistencia al tratamiento y en este caso se las denominé
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variantes con resistencia adquirida (Wargon et al. 2011). Este modelo tumoral resulta
muy valioso debido a que a través de las variantes tumorales se recapitulan los
pasos que siguen los tumores de mama a traves de la progresion tumoral (Lanari et
al. 2009).

Es interesante destacar que las variantes Hl, si bien prescinden del MPA para
su crecimiento, requieren de un RP funcional y esto puede ser debido a que este
receptor en estas lineas tumorales constituye una pieza central en la cual convergen
diversas vias de sefalizacion relacionadas con el crecimiento tumoral (Montecchia et
al. 1999).

Curiosamente, las variantes que son sensibles a la administracion de
antiprogestagenos o de E, expresan una mayor proporcion de RPA que RPB,
mientras que las variantes resistentes a este tipo de terapia tienen una mayor
proporcion de RPB que RPA (Helguero et al. 2003)(Figura 1.7.). Se demostré que
s6lo en las variantes con resistencia constitutiva la isoforma RPA se encuentra

silenciada por metilacién del promotor (Wargon et al. 2011).

Tumores RPA>RPB Tumores RPB>RPA
PRB. PRB PRB PRB
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Tumores sensibles Tumores resistentes

Fig. 1.7 Carcinomas mamarios murinos sensibles y resistentes a antiprogestagenos
utilizados en este trabajo de tesis. Los tumores sensibles que expresan mayores niveles
de RPA que RPB por Western blot regresionan al tratarlos con MFP, mientras que los
tumores resistentes, con proporcién opuesta de isoformas de RP al tratarlos con MFP
crecen igual o mas que los tumores control.

Xenoinjertos de lineas celulares humanas en ratones
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Con el uso de ratones inmunosuprimidos con una capacidad reducida de
rechazar injertos es posible establecer tumores de origen humano para su
evaluacion en condiciones in vivo. Estos tumores pueden establecerse a partir de la
inoculacién de lineas celulares humanas, de un disgregado celular de una biopsia
hospitalaria o incluso de la inoculacion directa de fragmentos de biopsias.

Si bien el uso de lineas celulares tiene las limitaciones descriptas anteriormente
permite el estudio de la biologia de células tumorales humanas en un contexto
fisiolégico mas real que en condiciones in vitro, ya que se pueden evaluar las
interacciones entre el componente epitelial y el estroma aunque hay que tener en
cuenta que el primero es humano y el segundo murino (Barcellos-Hoff & Medina
2005).

Dentro de los ratones inmunocompremetidos que se pueden usar para el
establecimiento de xenoinjertos tenemos varias opciones. Los ratones nude (nu/nu)
gue presentan problemas en el factor de transcripcion Foxnl. El fenotipo de estos
ratones se caracteriza por la alopecia y por ser atimicos con carencia de linfocitos T.
Los ratones rag-1 que no poseen linfocitos B ni T, ya que existe una interrupcion en
uno de los pasos del proceso de maduracion de estas células. Los ratones SCID-
NOD (SCID: several combined inmunodeficient disease) cuyo fenotipo no presenta
linfocitos B ni T. Posteriormente a estos ratones SCID-NOD se les agregd, una
mutacion ligada al cromosoma X que provoca la ausencia total del receptor de
interleuquina 2. Interleuquina 2 (IL2) es una citoquina esencial en la maduracion de
las NKs (natural killers) y en otros procesos del sistema inmune innato. Esta ultima
version de ratones SCID-NOD sin receptor de IL2 es denominada SCID-NOD
gamma, es la utilizada en el trabajo para el establecimiento de xenoinjertos y en el

presente es uno de los mejores para este proposito.
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Objetivos e hipotesis



Construccion de la hipoétesis

Teniendo en cuenta que los antiprogestadgenos representan un potencial
agente terapéutico en los tumores RP+ ( Horwitz 1992; Liang et al. 2007; Lanari et
al. 2012), principalmente en aquellos con una mayor proporcion de RPA con
respecto a RPB (Helguero et al., 2003; Wargon et al., 2009) y que se han
desarrollado formulaciones mejoradas de PAX (Nab-paclitaxel) (Ibrahim et al. 2002)
y de DOX (PEG-DL) (Anders et al. 2013), hipotetizamos que la combinacion de un
antiprogestageno con estas nanoquimioterapias podrian aumentar el beneficio
terapéutico en un grupo seleccionado de carcinomas mamarios que expresen

mayores hiveles de RPA que RPB.

Objetivo general:

Evaluar la eficacia de la terapia hormonal utilizando el antiprogestageno MFP
en forma conjunta con nanoquimioterapicos en modelos experimentales que

presentan distintas relaciones de RPA/RPB.

Objetivos particulares:

a) Evaluar en carcinomas mamarios murinos con distinta proporcion de
RPA/RPB la respuesta de las terapias simples o combinadas de MFP con
PEG-LD o Nab-paclitaxel evaluando el crecimiento tumoral y la toxicidad.

b) Investigar el mecanismo por el cual se observa una ventaja de los

tratamientos combinados sobre los tratamientos en monodroga.
c) Validar los resultados obtenidos utilizando el modelo de células humanas

T47D modificadas para expresar alternativamente las isoformas del RP,
RPA o RPB.
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d) Evaluar en cultivos tisulares de muestras humanas los efectos de terapias

combinadas.
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Materiales y Métodos



Animales

Se utilizaron ratones hembras de dos meses de edad.

e BALB/c criados en el IByME.

e BALB/c-GFP, adquiridos en Laboratorios Jackson (The Jackson Laboratories,
Bar Harbor, Maine) y criados actualmente por nuestro laboratorio en IByME.
Expresan la proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de la

ubiquitina C.

e Nu/nu (Swiss) adquiridos en el Bioterio de la Universidad de la Plata.

e NOD/LtSz-scid/IL-2Rgamma null mice (NSG) adquiridos en Laboratorios
Jackson (The Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) y criados por nuestro

laboratorio en el Bioterio IBYyME.

Los animales se mantienen con una dieta a base de alimento balanceado ad
libitum, bajo condiciones controladas de luz (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad)
a una temperatura entre 20 y 23°C, siguiendo las recomendaciones de la guia para
el cuidado y uso de los animales de laboratorio (Gonder & Laber 2007).

Los ratones NSG se mantienen en condiciones de esterilidad. Los protocolos
estan aprobados por el CICUAL del IBYME.

Tumores

En este trabajo de Tesis se utilizaron los tumores C4-HI, C4-2-HI, 59-HI y 59-2-
HI, los cuales pertenecen al modelo de carcinomas mamarios murinos generados
por la administracion de MPA (Lanari et al. 2009). Expresan REs y RPs y se
mantienen por transplantes singeneicos. Los mismos se transplantan en forma
ortotopica en la glandula mamaria 4 de hembras BALB/c, BALB/c-GFP, nu/nu o

NSG en los distintos experimentos.

Los tumores C4-HI y 59-2-HI expresan mayores cantidades de RPA que de

RPB (RPA/RPB>1) y su crecimiento se inhibe o los tumores regresionan
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completamente con la administracién de antiprogestagenos como MFP. Los tumores
C4-2-Hl y 59-HI expresan una mayor cantidad de RPB que de RPA (RPA/RPB<1) y

poseen una resistencia constitutiva a antiprogestagenos (Helguero et al. 2003).

Histologicamente los tumores C4-HI estan constituidos por células de tamario
mediano con nucleos moderadamente atipicos dispuestas en nidos sélidos y en
formaciones glandulares con caracteristicas histologicas de carcinomas ductales
infiltrantes semidiferenciados. Presentan secrecion intraglandular y vacuolas
intracitoplasmaticas.

El tumor C4-2-HI es poco diferenciado, con crecimiento quistico y un escaso
estroma interpuesto lo cual hace que sea un tumor con poca cohesion. El tumor 59-
HI es un tumor resistente a los tratamientos con antiprogestagenos y su histologia se
corresponde a la de un carcinoma ductal poco diferenciado, que crece en nidos
densos de células cohesivas con intensa atipia citolégica y nuclear. Presenta
frecuentemente figuras mitéticas atipicas, ocasionales apoptosis espontaneas y
focos necroticos en el centro de los nidos tumorales. Muestra un patrén de
crecimiento en playas.

Los tumores 59-2-HI estan constituidos por células de tamafio mediano con
ndcleos moderadamente atipicos, dispuestas en nidos soélidos y en formaciones
glandulares con caracteristicas histoldégicas de carcinomas ductales infiltrantes
semidiferenciados. Su tejido conectivo es de tipo laxo constituido por fibroblastos,
fibrocitos y la presencia de algunas células inflamatorias como eosindfilos y

linfocitos.

Lineas celulares utilizadas

La linea celular T47D, desarrollada por Keydar et al., (Keydar & Aviv, 1979), fue
adquirida en ATCC, y validada en el 2011. Son células epiteliales aisladas a partir de
un derrame pleural de un paciente con cancer de mama. Presentan una alta
expresion constitutiva de REa y RP, expresan también RGs y RAs, y tienen mutado
el gen TP53 (p53) (Keydar et al. 1979). Se mantienen en el laboratorio en medio
DMEM/F12 (Sigma, St Louis, MI) con suero fetal bovino (SFB; Natocor, Cérdoba) al
10 % v/v. Las mismas se readquirieron en ATCC en 2013; los ultimos experimentos

in vitro se realizaron con el nuevo batch.
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Las células T47D-YA y T47D-YB fueron cedidas gentilmente por la Dra. K.
Horwitz (University of Colorado, EEUU) (Jacobsen et al. 2002b) y se mantienen en
cultivo en forma similar a las T47D, con la adicion de neomicina que se utiliza para
mantener la seleccion de las células con los plasmidos transfectados. Las mismas se
originaron por seleccion de un clon sin RP denominado T47D-Y, al cual le agregaron
en forma exdgena una u otra isoforma de RP, y de la misma forma que las T47D
WT, mantienen la expresion de AR y GR aunque menor expresion de REa (Ghatge
et al. 2005).

Xenoinjertos

Células T47D, -YA e -YB se tripsinizaron y luego de bloquear la actividad
enzimatica de la tripsina, se resuspendieron en medio de cultivo DMEM/F12 libre de
suero. Posteriormente 5x10° células resuspendidas en 150 pl de PBS se inocularon
de forma ortotopica en ratones hembras NSG de dos meses de edad, a las cuales
una semana previa se les habia implantado en el dorso un pellet de E, de 0.5 mg
(Sahores et al. 2013).

Luego de una semana de haber sido llevado a cabo el procedimiento se los
controld en forma diaria para palpar el sitio de inoculacién. Se midieron los tumores
con calibre Vernier (ancho y largo) cada dos o tres dias.

Los tratamientos se iniciaron luego de dos o tres semanas de haberse
inoculado las células tumorales, cuando los tumores T47D-YA y T47D-YB

alcanzaron un tamafio en promedio de 20 y 30 mm? respectivamente.

Tratamientos de quimioterapicos

En lo que respecta a los drogas, tanto la formulaciéon de DOX como la de PEG-
DL (Doxopeg), fueron gentilmente aportadas por Laboratorios Raffo (Buenos Aires),
mientras que Caelyx (Johnson y Johnson) y Nab-paclitaxel (Abraxane; Abraxis
Bioscience) son preparaciones comerciales. Se utilizaron como controles en los

experimentos de PEG-DL el vehiculo en el cual se resuspenden los liposomas o
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liposomas vacios provistos por Laboratorios Raffo o LKM (Buenos Aires)
respectivamente. Como control de Abraxane se utilizd6 una soluciéon de albumina
humana aportada por el Laboratorio Raffo. Tanto PEG-DL como DOX libre se
administraron en forma endovenosa en dosis dentro de un rango de 0.45-18 mg/kg
cada siete dias. El Nab-paclitaxel se administré6 también por via endovenosa en un

rango de 15-60 mg/kg cada 4 dias s6lo 3 veces como maximo.

Tratamiento de antiprogestagenos

El compuesto MFP (RU-486; Sigma) se administré en pellets de 0.2 a 6 mg
implantados subcutdneamente en el dorso (Sahores et al. 2013) o a través de la
inyeccién subcutdnea en dosis de 10 mg/kg/dia (Vanzulli et al. 2002). Para las
inyecciones subcutaneas de MFP se prepar6 una solucion madre de concentracion
16,2 mg/0,4 ml de etanol absoluto mantenida a -20°C, y diariamente se prepar6 la
dilucion de trabajo 1/50 en solucion fisioldgica, inyectandose 0,3 ml/raton. Esto es

debido a que MFP presenta poca solubilidad en soluciones acuosas.

Seguimiento de los animales

El tamafio tumoral se midié con calibre de Vernier (largo x ancho) de donde se
obtienen las medidas para las curvas de crecimiento.

Al llegar los tumores del grupo control al tamafio maximo permitido en el
IBYME, se eutanasiaron los animales para realizar las autopsias correspondientes y
las muestras de tumores y o6rganos (pulmoén, ganglio axilar, higado, bazo) se
congelaron a -70°C o se fijaron en formalina 10 % durante 48 hs. Los tumores fijados
en formalina 10 % se pasaron luego a etanol al 70% y fueron procesados para ser
incluidos en tacos de parafina. Para los analisis histologicos se realizaron cortes de 5
UM y tinciones de hematoxilina-eosina o Tricrbmico de Masson. Esta Ultima
coloracion nos permite observar mas facilmente los cambios ocurridos en el

compartimiento estromal.
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Western Blot

Para preparar extractos proteicos totales, los tumores se pesaron y luego se
agregé 4 veces su peso de buffer Mper (Pierce; Thermo Scientific), junto con
inhibidores de proteasas y fosfatasas al 0,1% (ver Apéndice). A continuacion, los
tumores se homogeneizaron con un homogeinizador (Polytron; Teckmar), de manera
de obtener un homogenato que se dejo reposar en hielo durante 40 minutos.
Concluida la incubacion, se realiz6 una centrifugacion a 12.000 rpm (Centrifuga 5415
R, Eppendorf), a 4°C durante 15 minutos. Como resultado de la centrifugacion se
obtuvieron dos fracciones, un pellet y un sobrenadante. Este ultimo constituyé el
extracto proteico tumoral total. Los extractos fueron inmediatamente congelados a -
70°C previa determinacion de la concentracion proteica por el Método de Lowry (ver
Apéndice).

Los extractos proteicos se separaron en un gel de poliacrilamida discontinuo
utilizando el sistema de buffers discontinuos de Laemmli (Laemmli et al., 1970).
Previo a la separacion, las proteinas se diluyeron en solucion desnaturalizante
(cracking buffer, ver Apéndice) y se incubaron a 100°C durante 5 minutos. En cada
gel se sembraron las muestras correspondientes (100 pg de proteina/calle) junto con
un marcador de pesos moleculares conocidos. La separacion se realizé durante 20
minutos a 20 mA/gel hasta que las muestras pasaran el gel concentrador, y por
aproximadamente 120 minutos a 25 mA/gel, en el gel separador.

Concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 1 hora a 100 V. A continuacién, las membranas se bloguearon
en solucion de bloqueo (ver Apéndice), toda la noche (ON). Al terminar el blogueo,
las membranas se lavaron con TBST (ver Apéndice) y luego se incubaron con los
anticuerpos primarios correspondientes, a 4°C, ON, en agitacion. Al dia siguiente, el
anticuerpo primario se lavo con TBST, y se agreg0 el anticuerpo secundario
conjugado con la enzima peroxidasa. Las bandas inmunoreactivas se revelaron
mediante el agregado de un sustrato que genera una sefial quimioluminiscente al ser
modificado por la enzima peroxidasa. Para visualizar la sefial, las membranas se
expusieron a una placa radiografica. Finalmente, las placas se escanearon utilizando

un escaner digital, y las bandas se cuantificaron utilizando el programa ImageJ.
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Estudios de toxicidad y seleccion de dosis

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c para el estudio de toxicidad de PEG-
LD y ratones nu/nu para el estudio de toxicidad de Nab-paclitaxel (n= 6-8/ grupo). Se
trataron como se describié anteriormente en la descripcion de las drogas y se
pesaron semanalmente para los estudios de PEG-DL, o cada 4 dias para los
estudios de Nab-paclitaxel.

Los ratones tratados con PEG-DL se eutanasiaron luego de un mes y los
tratados con Abraxane luego de 10 dias del inicio del tratamiento. Para el recuento
de leucocitos en ratones tratados con PEG-DL los ratones se sangraron 3 veces por
semana durante 20 dias (n=8). La cuantificacién de leucocitos se llevd a cabo en el

analizador (Analyzer AcT diff; Beckman coulter).

Calculo de la equivalencia de dosis entre ratones y
humanos

Los calculos para convertir dosis equivalentes entre humano y ratén, y
viceversa se extrajeron de un trabajo de Reagan-Shaw y col., en el cual se explica el
método de normalizacion basado en el area de superficie corporal. Este método es
el aconsejado por la FDA (Reagan-Shaw et al. 2008).

Los célculos de conversion de dosis se basan en el Km de cada una de las
especies, donde el Km es una relacién entre el peso corporal promedio de los
individuos de la especie y su superficie corporal promedio. Como ejemplo podemos
mencionar la del humano de 37, para un peso corporal de 60 kg y una superficie
corporal de 1,6 m? y para el ratén 3, con peso corporal de 0.02 kg y 0.007 m? de

superficie corporal.
Basados en estos datos:

v/ Para la conversion de dosis en ratones en mg/kg a dosis en humanos en

mg/kg se utiliza la siguiente férmula:
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e Formula de conversion: dosis en raton (mg/kg) x Km del raton (3) / Km
humano (37)

v' Para la conversién de dosis en mg/kg a dosis en mg/m? se requiere multiplicar

la dosis en mg/kg por el Km respectivo de la especie.

v Por (ltimo para la conversiéon de dosis en mg/kg de ratén a mg/m? en
humanos y viceversa es necesario utilizar simplemente el Km de raton que es
3.

Ejemplos:
v' 250 mg/m? en humanos es equivalente a una dosis de 83 mg/kg (250/3) en
ratones.
v' 9 mg/kg en ratones es equivalente a una dosis de 27 mg/m? (9x3) en

humanos.

Estudios de fluorescencia

Cuantificacion del estroma

Para preservar la fluorescencia de los ratones BALB/c-GFP fue necesario
perfundir los ratones (Fabris et al. 2010). El procedimiento consiste en realizar una
incision en la vena cava superior y la administracion intracardiaca de una solucion
salina (0.9% NaCl) seguida con una soluciobn de paraformaldehido al 4 % en
anestesia profunda antes de la extraccién de los tumores. Luego los tumores se
colocan en una solucion de paraformaldehido fria al 4 % (ON) y se transfirieren a
una solucion de sacarosa al 20 % que les otorga una mayor dureza por 24 hs.
adicionales.

Posteriormente se incluyeron en O.C.T. Compound (Tissue-Tek, Sakura), y
luego se cortaron utilizando un criéstato, de manera de obtener secciones tumorales
de 15 um de espesor. Estas secciones se montaron en portaobjetos silanizados para

aumentar la adhesion y se incubaron con ioduro de propidio (IP), para su contraste
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(1/1000 de la solucion madre, ver Apéndice) durante 10 minutos en camara humeda.
Luego de varios lavados con el buffer salino finalmente se montaron los cortes con
Vectashield (Vector Labs, Burlingame, CA) y se sellaron con esmalte.

La cuantificaciébn del estroma se realiz6 aprovechando la fluorescencia en
verde de los ratones GFP que se expresa constitutivamente en todas sus células.
Las fotografias se tomaron utilizando el microscopio confocal Nikon Eclipse E800
conjuntamente con el software EZ-C1 2.10.

Para la cuantificacion propiamente dicha, se utilizé el software Image J
(http://imagej.nih.goV/ij/). Esto nos permitid cuantificar pixel a pixel la presencia y la

intensidad de la fluorescencia en verde.

Lectina de tomate (LT)

La lectina ligada a fluoresceina extraida de Lycopersicum esculentum (tomate),
se une a la cara interna de los vasos sanguineos y se utiliza como método de
cuantificacion de vasos funcionales. La solucion de LT se administré en forma
endovenosa en una cantidad de 70 pl a una concentracion de 20 mg/ml (Vector
Labs). Es necesario a los 7 minutos llevar a cabo una perfusion cardiaca de los
ratones para fijar la unién de la LT a las células endoteliales. Los tumores se
conservaron a una temperatura de -80°C y se montaron como se describio
previamente para cortes en congelacién. Algunos de los cortes obtenidos
inmediatamente se incubaron con IP para su contraste durante 10 minutos en
camara humeda, luego se lavaron y se montaron, mientras que otros se conservaron

en -80°C para futuros estudios.

Inmunofluorescencia (IF)

Como se menciond anteriormente, también se utilizaron algunos de los cortes
de los tumores de los grupos control y tratados con MFP previamente inyectados con
LT para realizar IF.

Los cortes se fijaron con formalina al 10 % durante 10 minutos, se transfirieron

a etanol 70 % para permeabilizarlos. Luego de una serie de lavados con PBS, se
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bloquearon durante 1 hora con SFB 10% en PBS (ver Apéndice), en camara
hameda, a temperatura ambiente. Concluido el bloqueo, las secciones tumorales se
incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en solucion de bloqueo, ON, a 4° C.
A continuacion los cortes se lavaron con PBS, e incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente y en oscuridad, con el anticuerpo secundario ligado a
fluorocromos que emitan en el espectro del rojo, en este caso Dylight 633, (diluido
en solucion de bloqueo) para que no interfieran con la LT fluoresceinada utilizada,
luego se lavaron y montaron.

Los preparados se conservaron a -20° C y se observaron con un microscopio
de fluorescencia confocal. En todos los casos, al determinar la intensidad a la que se
tomaron las imagenes, se restd el background ocasionado por el anticuerpo
secundario. Como control de especificidad de la sefial se omiti6 el anticuerpo
primario, reemplazandolo por PBS. Para cada anticuerpo se procesaron las
muestras a comparar entre si, en el mismo momento y en iguales condiciones de

procedimiento.

Tabla 2.1. Anticuerpos utilizados en este trabajo.
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Inyeccion de Glébulos rojos GFP (GR-GFP)

Los glébulos rojos de ratones GFP (GR-GFP) se obtuvieron a partir de
punciones endovenosas. La sangre heparinizada extraida se centrifugé a 300 G por
10 minutos para extraer el plasma que queda ubicado en la parte superior.

Posteriormente se inicié el protocolo propiamente dicho para la obtencion de
una solucion enriquecida en hematies. Se diluyé en MEM Eagle y se centrifug6 a
500 G por 10 minutos. Se removié y descarté con cuidado con la ayuda de pipetas
Pasteur el sobrenadante con un 10 % de la capa de células que contiene a los
glébulos blancos. Luego se resuspendido en PBS con un 1% de BSA se invirtié el
tubo varias veces para resuspender las células evitando la hemdlisis. Estos pasos se
repitieron unas 5 veces.

Para finalizar se resuspendié en PBS en el volumen deseado para proceder

luego con las inyecciones en los ratones.

F‘1

Fig. 2.1. Esquema de un tubo con sangre luego de
sedimentacién de sus componentes. Se observa

Plasma - : O
como se ubican sus componentes principales en
Glébulos funcién a la densidad luego de la centrifugacion a 300
S~ blancos G durante 10 minutos.
" Glébulos
»~ rojos

Se inyectaron 6 x 10° GR-GFP por via endovenosa a los ratones portadores de
tumores. A las 72 hs de haberse realizado el procedimiento se eutanasiaron los
animales para extraer los tumores. Los mismos se disgregaron mecanicamente con
portaobjetos esmerilados y bisturi. Luego el disgregado celular se fijé6 en
paraformaldehido al 1 % en PBS.

Por dltimo a través de FAC (Citometria de flujo) se determind el sector de
células vivas en funcion a los parametros de morfologia y tamafo celular.

Posteriormente se abrid6 un nuevo gate para cuantificar la cantidad de eventos
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positivos de fluorescencia en GFP con previos parametros establecidos con el uso

de un control positivo.

Determinacion intratumoral de drogas

Para determinar las cantidades de DOX y Nab-paclitaxel intratumorales se
utilizaron ratones BALB/c o nu/nu respectivamente. La necesidad de utilizar ratones
inmunosuprimidos para el uso de Nab-paclitaxel se debe a que en esta formulacion
la droga se encuentra acoplada a albumina humana. Si se administrara la droga a un
ratdbn inmunocompetente se generaria una respuesta inmune.

Se utilizaron 4 animales por grupo. Los tumores fueron inoculados
ortotopicamente con un trécar. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de
aproximadamente 70 mm? comenzé el tratamiento con MFP. Al quinto dia se inyectd
PEG-DL (18 mg/kg) o Nab-paclitaxel (30 mg/kg) a todos los ratones, tanto controles
como tratados, y se eutanasiaron a las 24 hs.

Luego de extraidos, los tumores se fijaron con solucion de formalina al 10 %
por 48 hs y luego en una de solucion de sacarosa al 20 % por otras 24 hs. Después
del paso por estas soluciones los tumores se colocaron en tacos para congelacion,
se cortaron con el criéstato y se analizaron bajo el microscopio de fluorescencia.
Para la cuantificacion de Nab-pacltaxel se realiz6 la IF utilizando el anticuerpo que

reconoce albUmina humana.

Estudios de inmunohistoquimica (IHQ)

Los cortes tumorales se desparafinaron en xileno durante 30 minutos y se
rehidrataron por pasajes sucesivos en soluciones de etanol/agua destilada, de
concentracion decreciente (etanol 100%, 96% y 70%). A continuacion, se inhibié la
actividad de la peroxidasa endégena con peréxido de hidrégeno al 10% en metanol
/agua destilada al 70%, durante 20 minutos. Luego de una serie de lavados con PBS
(ver Apéndice) se bloqueé con SFB al 10% en PBS, durante 1 hora a temperatura
ambiente, en camara humeda. Los cortes histolégicos se incubaron con los

anticuerpos primarios diluidos en SFB al 10% en PBS, ON, a 4°C en camara
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hameda. Luego, se realizaron una serie de lavados en PBS y se incubo con el
anticuerpo secundario biotinilado diluido en solucién de bloqueo, durante 1 hora a
temperatura ambiente en camara humeda. Luego de varios lavados con PBS se
procedio a revelar los anticuerpos. Las reacciones antigeno anticuerpo se detectaron
utilizando el Complejo Avidina Biotina (ABC, kit Vectastain; Vector) y revelando con
3-3"diaminobencidina (DAB, Vector). Para contrastar la marca positiva, los nicleos
se tiferon con hematoxilina (Biopur Diagnostics, Santa Fe). Los cortes se
deshidrataron pasandolos por alcoholes de graduacién creciente, y se incubaron en
xileno, para luego montarlos en medio sintético (DPX, Sigma Aldrich). Como control
de especificidad de la sefial se omitié el anticuerpo primario en algunos cortes,
reemplazandolo por PBS.

Los cortes histolégicos se observaron con un microscopio 6ptico Nikon Eclipse
E800. Las imagenes se tomaron con una maquina digital Nikon asociada a este
microscopio utilizando el software ACT-2U. Para cada anticuerpo se procesaron las
muestras a comparar entre si, en el mismo momento y en iguales condiciones de
procedimiento.

Se utilizo el anticuerpo anti-citoqueratina (clone AE1/AE3; Dako, Carpiteria, CA)
qgue se utiliza como marcador de estirpe epitelial. Es una mezcla de dos clones con
capacidad de identificar a dos epitopes presentes en la mayoria de las

citoqueratinas epiteliales humanas.

Evaluacion de proliferacion celular /apoptosis in
vitro.

Se utilizaron las lineas celulares T47D WT, T47D-YA y T47D-YB que ya fueron
descriptas anteriormente. Se mantuvieron en medio de cultivo DMEM F12 con 10%
de SFB y cuando se alcanzaron las cantidades necesarias se colocaron en placas
de 12 pocillos en una cantidad de 100.000 células por cada uno de ellos. Las curvas
de proliferacién se realizaron con concentraciones de DOX que oscilaron desde 10™°
Ma10®° M

El tratamiento de cada una de estas 3 lineas celulares se llevé a cabo durante
48 hs, tiempo después del cual se levantaron las células con tratamiento enzimatico
(tripsina/EDTA). Se realizé un lavado con PBS y luego se fijaron con etanol al 70%
por lo menos durante 24 hs. El paso de fijacion es necesario realizarlo de este modo

para permeabilizar a las células y de esta manera facilitar la salida del ADN
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fragmentado que caracteriza a las células en apoptosis temprana. Esto permite su
identificacion ya que se distinguen por poseer cantidades Sub-G1 de ADN.

Luego se lavaron con PBS y el pellet se incub6 con IP 1 h. a temperatura
ambiente u ON a 4 °C. Antes del andlisis por FAC se resupendieron los pellets en
100 pl de PBS.

El nimero de células se determiné con la administracion conjunta de una
cantidad fija (10 pl) de una suspension de Beads de 8 uM de didmetro para conteo
(Spherotech, Lake Forest, IL). El andlisis de los datos de FAC y el andlisis de las

fases del ciclo celular se realiz6 con el software FlowJo X.

Seleccion de pacientes

El Laboratorio de Carcinogénesis Hormonal mantiene una colaboracién con el
Hospital de Agudos M V de Martinez de General Pacheco de la Provincia de Buenos
Aires. Desde Noviembre de 2007 se han procesado mas de 300 muestras de
carcinomas mamarios provenientes de mujeres de edades comprendidas entre 24 y
96 afos, en cualquier estadio de la enfermedad, incluyendo recidivas y pacientes
con enfermedad metastasica. El estudio cuenta con la aprobacion de los Comités
de Etica del Hospital y del IBYME. Los especimenes se tomaron durante el
tratamiento quirdrgico indicado para cada caso en particular, obteniendo material
tanto para parafina como en fresco cuando fue posible. Se priorizo la determinacion
de isoformas por western blot, y en caso que hubiera mas material para poner a
punto, se realizaria el cultivo primario en una primer etapa y luego el cultivo de
tejidos en la segunda etapa. Se guard6 también a -70 °C material para estudios de
DNA y RNAm .

Cultivo de Tejidos y procesamiento de muestras
humanas

Debido a la baja efectividad obtenida con los cultivos celulares se implementd
una nueva técnica de incubacion de tejido tumoral utilizando un dispositivo que

permite cortar el tejido en rodajas denominado Chopper (Vibratome VT1200 (Ted
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Pella, Inc, USA). El equipo tiene un brazo metéalico que sujeta una cuchilla de afeitar
gue cae sobre la pieza de tejido mecanicamente pudiéndose controlar la velocidad y
el grosor de los cortes, ademas de que nos permite manipular el tejido lo menos
posible para evitar cualquier tipo de contaminacion. Este dispositivo se coloca en
campana de seguridad biolégica y se desinfecta antes de su uso con alcohol
70%. Las muestras en medio de cultivo, se colocan sobre papel Whatman estéril
adherido a la platina del Chopper y se cortan en piezas de aproximadamente 100 pm
de espesor. Estas piezas de tejido se colocan en una placa de Petri con medio
DMEM/F12 donde se separan y luego se trasladan a una placa de 6 hoyos que
contiene uma camara con filtro en cada hoyo (PICM3050; Millipore, Millerica, MA).
Las caAmaras con filtros permiten el contacto de las laminas de tejido con el medio de
cultivo y a la vez mantienen la Optima oxigenacion de las mismas, impidiendo al
mismo tiempo la adherencia de las laminas al pocillo. Se colocan el mismo nimero
de cortes en cada uno de los hoyos. En nuestro caso, el objetivo de estos
experimentos estaba disefiado para evaluar el efecto de la MFP en los tumores con
distinta expresion de isoformas de RP, por lo tanto, esa fue la prioridad en el disefio
experimental. En los casos en los cuales el material fue suficiente para estos fines,
se utiliz6 ademas para evaluar el efecto de la MFP (10® M) en combinacién con la
DOX (10 M). En todos los casos las incubaciones se realizaron en presencia de
10% de SFB durante 48 hs en estufa gaseada a 37° C. Finalmente las muestras se
fijaron en formaldehido 10% para luego ser embebidas en parafina y cortadas en
laminas de 3-4 ym de espesor para poder realizar la IHQ. Se evalué la marca de
Ki67 como marcador de proliferacion celular contando células marcadas sobre
células totales en todos los cortes (minimo 4 fragmentos por vidrio). Los recuentos
celulares se hicieron junto a la patéloga Maria May, quien participa en el estudio y
los resultados correspondientes a la MFP formaran parte de su tesis doctoral.

Se realizaron extractos proteicos (fraccion nuclear y citoplasméatica) de los
especimenes guardados a -70°C segun la técnica descripta anteriormente y se
realizaron Western Blots para evaluar la relacion de isoformas de RP en cada
muestra de pacientes. Como control positivo se utilizaron extractos de la linea celular
T47D.
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Analisis estadistico

Para todos los andlisis estadisticos se usO el software Graph Pad Prism
(Version 6.0).

En experimentos en los cuales los datos siguieron una distribuciéon normal se
utiliz6 ANOVA seguido de un post test de Bonferroni para evaluar las diferencias
entre medias de mdultiples muestras. Para comparar medias entre dos grupos se
utilizé un test de Student.

Para el caso de muestras que no tuvieron una distribucion normal se usaron
test estadisticos no paramétricos como el test de Mann-Whitney y el Kruskal-Wallis
para dos y multiples muestras respectivamente. En todos los gréficos se muestran
las medias y los Errores estandar. Todos los experimentos fueron repetidos al
menos dos veces. Las curvas de crecimiento tumoral se estudiaron por regresion

lineal, seguidas de un test de diferencia entre pendientes.
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Resultados



PEG-LD y Nab-paclitaxel en terapias combinadas
con MFP en un modelo murino

Evaluacion de la toxicidad de PEG-LD vs. DOX en funcion a
la pérdida porcentual de peso en ratones BALB/c

La evaluaciéon de la toxicidad se realizé cuantificando la pérdida de peso de
ratones BALB/c tratados como se explicO en Materiales y Métodos. Solo se
observaron diferencias significativas en los ratones a los cuales se les administro la
dosis de 18 mg/kg de las tres formulaciones (Fig.3.1). Sin embargo, en los animales
tratados con ambas formulaciones de PEG-LD (2 marcas diferentes), tanto en los
animales tratados con la dosis de 9 mg/kg como en la de 18 mg/kg se observaron
algunos casos de eritrodisestesia palmo plantar, con signos mas conspicuos
obviamente en los animales tratados con la dosis mas elevada. La diferencia de
peso entre los grupos tratados con la dosis mayor de DOX o PEG-LD, fue
significativa entre el grupo Caelyx y DOX, no habiendo diferencias significativas

entre las distintas marcas de PEG-LD.
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Fig. 3.1. Efecto de PEG-DL (marca Caelyx o Doxopeg) en el peso de los ratones sin
tumor luego de un mes de tratamiento. Los animales se trataron semanalmente como se
menciond en Materiales y Métodos. El gréafico representa la reduccién porcentual en el peso
de los animales luego del tratamiento con respecto a su peso original. Se utilizaron 8 ratones
por grupo; ***: p<0.001; a vs. b: p<0.05.
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Comparacion de la eficacia terapéutica de DOX y PEG-DL
sobre el crecimiento de tumores del modelo de carcinomas
mamarios inducidos por MPA

Se comparo la eficacia terapéutica de DOX en liposomas (PEG-LD) vs. libre
en carcinomas mamarios del modelo murino inducido por la administracion
prolongada de MPA. Como se observa en la Fig. 3.2., PEG-DL a las dosis de 18y 9
mg/kg induce una regresion tumoral completa en todos los tumores estudiados
(p<0.001).
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Fig. 3.2. Efecto de doxorubicina liposomada (Caelyx and Doxopeg) y de doxorubicina
libre en el crecimiento de tumores del modelo murino inducido por MPA. Se utilizaron
dos tumores sensibles a antiprogestagenos (C4-HIl y CC4-3-HI) y un tumor resistente a
antiprogestagenos (C4-2-HI). Los tumores C4-HI y CC4-3-HI se transplantaron como se
describe en Materiales y Métodos y los tratamientos de 9 mg/kg y 18 mg/kg se iniciaron
luego de 4 o 11 dias luego del transplante de los tumores, los animales control recibieron
vehiculo. En las curvas de crecimiento se grafica el tamafio tumoral promedio y el desvio
estandar en funcién al tiempo. Las flechas indican los momentos en los cuales se
administraron las inyecciones y los circulos representan los tumores.

En el caso de DOX, si bien con la dosis mayor de 18 mg/kg se obtuvo el
mismo efecto (regresidbn completa) que con las formas liposomadas, se puede

observar sobre todo en el tumor C4-HI, que con la dosis de 9 mg/kg, la DOX so6lo
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disminuyo el crecimiento tumoral, mientras que las formas liposomadas indujeron la
regresion completa, observandose una ventaja de PEG-LD comparado con DOX
sobre el crecimiento tumoral (p<0.05).

En el caso del tumor C4-2-HI (tumor no respondedor a antiprogestagenos) las
dosis de 9 mg/kg se iniciaron cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 50
mm?, mientras que el tratamiento con las dosis de 18 mg/kg se inicié luego de once
dias de haber sido inoculados, cuando los tumores llegaron a los 25 mm? como
indica el esquema. Se observd una disminucion significativa del tamafio tumoral en
todos los casos (p<0.001). Los tumores tratados con vehiculo no mostraron
diferencias histologicas con respecto a los tumores control. EI tumor C4-HI es un
carcinoma ductal infiltrante semidiferenciado que se caracteriza por presentar en su
mayoria formaciones glandulares de variado tamafio que en ocasiones presentan
secreciones proteinaceas y otras zonas de nidos sdlidos. A nivel citolégico las
células son homogéneas con moderada atipia, presencia de vacuolas
intracitoplasmaticas y regular cantidad de mitosis (Fig.3.3.izq.). Al tratarlos con PEG-
LD (18 mg/kg), luego de un mes de tratamiento no se palpa el tumor. A nivel
histol6gico se observaron unas escasas células tumorales remanentes inmersas en

una densa matriz fibrética (Fig. 3.3.,derecha), signos de una respuesta casi completa

al tratamiento.

e Fig. 3.3. Imagenes

.« histolégicas de un tumor

. s CA4-HI tratado con PEG-DL
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" ¥ sas en estroma hialino, barra:
g 100 pm.

Estos experimentos nos permitieron concluir que los tumores del modelo
experimental utilizado son sensibles a las antraciclinas. Por otro lado, sugirieron que
las dosis de PEG-DL deberian ser reducidas aun mas para llevar a cabo los
experimentos de terapias combinadas y poder detectar efectos aditivos en
combinacion con el antiprogestageno MFP. Dada la equivalencia entre PEG-LD

Caelyx y Doxopeg, en los experimentos siguientes se utilizé Doxopeg.
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PEG-DL en terapias combinadas con MFP en carcinomas
mamarios con distinta relacion RPA/RPB

Evaluamos el efecto de PEG-DL en concentraciones menores a las utilizadas
previamente: 0.9 mg/kg o 0.45 mg/kg. Se eligieron dos tumores sensibles a MFP que
expresan mayor cantidad de RPA que RPB y otros dos tumores que muestran
resistencia constitutiva a MFP y que tienen una relacién inversa de isoformas de RP.
Las dosis de PEG-DL y de MFP se eligieron de acuerdo a las caracteristicas de cada
tumor. El racional consiste en inducir una inhibicion incompleta con cada agente

individual de manera de poder evaluar la efectividad de las terapias combinadas.

Tumores que expresan niveles mayores de RPA que de
RPB

Los tratamientos combinados resultaron mas eficaces que las monoterapias
sélo en los tumores C4-HI y 59-2-HI, ambos tumores respondedores a la MFP y con

mayor nivel de expresion de RPA que de RPB (Fig. 3.4.).
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En las imagenes histologicas de los tumores C4-HI obtenidas al final del
experimento, dia 20 de tratamiento (Fig. 3.5.), se observé que MFP por si sola indujo
diferenciacion con un incremento del estroma tumoral como ya fue informado
previamente (Wargon et al. 2009), mientras que PEG-DL indujo principalmente un
incremento en la necrosis. En los tumores con tratamientos combinados solo se

observaron pocas células rodeadas por fibras de colageno.

Control MFP

Fig. 3.5. Imagenes histolégicas del tumor C4-HI luego de 20 dias de tratamiento con
MFP y PEG-LD. MFP administrado en pellets de 6 mg induce un incremento en la
diferenciacion del tejido tumoral. PEG-DL en dosis de 0.9 mg/kg incrementa la necrosis
central en los nidos tumorales. En el tratamiento de MFP 6 mg + PEG-DL 0.9 mg/kg, sélo
guedan pocas células remanentes formando conductos dilatados rodeados de estroma
fibroso. Barra: 40 pm.

En el caso del tumor 59-2-HI el tratamiento con MFP indujo principalmente un
incremento en la relacién estroma/parénquima acompafiado de una disminuciéon de
mitosis y un incremento de apoptosis (Vanzulli et al. 2005). Este tumor en particular
mostré una sensibilidad muy elevada al antiprogestageno MFP, y por esta razén
para realizar este tipo de experimentos se redujo 30 veces la cantidad de MFP del
pellet para obtener una disminucion del crecimiento tumoral que nos permitiera

visualizar efectos aditivos.
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PEG-DL en bajas dosis también indujo un incremento detectable del estroma,
incremento que fue acompafado de la aparicion de células con nucleos atipicos
gigantes en comparacion con las restantes células tumorales, mientras que en los
tratamientos combinados se observaron imagenes histologicas que resumen las
caracteristicas anteriormente mencionadas por separado con un aumento de areas

necraoticas.

Control

Fig. 3.6. Cambios histolégicos en tumores 59-2-HI tratados con bajas dosis de MFP y/o
PEG-LD. Los tumores control muestran caracteristicas histolégicas de un carcinoma
pobremente diferenciado constituido principalmente por playas soélidas de células. Los
tumores tratados con MFP (con pellets de 0.2 mg) mostraron un incremento de apoptosis
aisladas y focos de necrosis (flechas negras). El tratamiento con PEG-LD induce
principalmente un aumento en la necrosis. Los tumores que fueron tratados con las terapias
combinadas MFP + PEG-LD mostraron pequefios nidos tumorales con focos de necrosis
central y un incremento de estroma fibrotico. El tratamiento con PEG-DL tanto en la mono
terapia como en el tratamiento combinado indujo la apariciébn de células con nucleos
anormalmente grandes; barras: 40 ym; barra del inset: 20 um.

Tumores que expresan niveles mayores de RPB que de
RPA

Se estudio el efecto del tratamiento combinado utilizado anteriormente en los
tumores C4-2-HI y 59-HI en los cuales los niveles de RPB son superiores a los de
RPA. Como se observa en la Fig. 3.7 estos tumores no responden a MFP, pero si
responden a PEG-LD. Sin embargo, no existié6 una mejora terapéutica detectable en
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los tumores que fueron tratados con las terapias combinadas con respecto a las
monoterapias. Se ilustran las imagenes histoldgicas de ambos tumores con los

distintos tratamientos en las Figs. 3.8y 3.9.
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Fig. 3.7. Curvas de crecimiento de tumores resistentes a la MFP tratados con PEG-LD.
La combinacion del antiprogestageno y PEG-DL no modificé la respuesta terapéutica de los
tumores. En este caso ambos tipos de tumores se trataron con pellets de 6 mg de MFP vy
dosis de 0.9 mg/kg de PEG-LD.

Control

Fig. 3.8. Efecto de las terapias combinadas sobre la histopatologia del tumor C4-2-Hl.
El tumor C4-2-HI es un carcinoma pobremente diferenciado con escaso estroma interpuesto.
El tratamiento con MFP no provoca considerables modificaciones a nivel histol6gico. Tanto
los tumores tratados so6lo con PEG-DL, como los tratados con las terapias combinadas
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(MFP+PEG-DL) presentan pequefios focos de necrosis (flechas negras) posiblemente
debido sdlo al efecto de PEG-DL (Barra: 40 ym).

Control

Fig. 3.9. Efecto de las terapias combinadas sobre la histopatologia del tumor 59-HI. En
este tumor MFP no provocé modificaciones significativas a nivel histolégico, a excepcién de
un incremento leve en la cantidad de pequefias luces. Tanto los tumores tratados sélo con
PEG-DL como los tratados con las terapias combinadas presentaron aumentos moderados
de estroma interpuesto dispuesto en filas (Barra: 40 ym).

Determinacion de la toxicidad en funcién al cambio en los
niveles de globulos blancos

Teniendo en cuenta que los estudios de toxicidad evaluando el peso corporal
se realizaron utilizando dosis 10 veces mayores que las utilizadas en estos
experimentos de terapias combinadas, nos propusimos evaluar la posible toxicidad
leve de las dosis bajas (0.9 y 0.45 mg/kg de PED-DL) tomando un parametro de
toxicidad mas sensible como es la variaciéon en la cantidad de glébulos blancos.

Como se observa en la Fig. 3.10. las dosis utilizadas en los experimentos
precedentes no lograron producir signos de toxicidad alguna al evaluar este
parametro. Los niveles de leucocitos se encontraron dentro de los valores normales
con leves variaciones. Soélo con dosis de 1.8 mg/kg se observaron algunos
descensos que quedaron por fuera del rango normal.
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Fig. 3.10. Efecto de las dosis bajas de PEG-DL (Doxopeg) en los niveles de leucocitos
totales. PEG-DL fue administrada en ratones sin tumor como se describié en Materiales y
Métodos en las dosis de 0.45, 0.9 y 1.8 mg/kg. El recuento de leucocitos se llevé a cabo
cada 2 o 3 dias. Y el resultado final se obtuvo con el analizador Ac T diff of Coulter. El area

del rectangulo en el gréfico indica los niveles entre los cuales pueden fluctuar los valores
normales.

En resumen, de estos experimentos podemos concluir que si bien el
tratamiento con MFP puede inducir regresion completa de los tumores con mayor
proporcién de isoforma RPA que RPB, el hecho de que la terapia combinada con
dosis no téxicas de PEG-LD tenga un mejor efecto terapéutico con la terapia
hormonal sugiere que esta combinacion podria ser beneficiosa en aquellos casos en

que se recomienda una quimioterapia ademas de la hormonoterapia

Eficacia terapéutica de Nab-paclitaxel

Con el fin de investigar si los efectos observados eran exclusivos del PEG-LD,
nos propusimos evaluar el efecto de PAX, un quimioterapico perteneciente al grupo
de los taxanos. En un inicio para encontrar la dosis 6ptima de Nab-paclitaxel, se
inocularon tres veces, dosis de 60 y 30 mg/kg cada 4 dias utilizando el tumor C4-2-
HI inoculado en el flanco de ratones nu/nu. Es importante destacar que el uso de
ratones inmunosuprimidos constituye un requisito fundamental ya que de esta forma

anulamos la posibilidad de una posible respuesta inmunolégica contra la albumina
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humana presente en el Nab-paclitaxel. Ambas dosis utilizadas indujeron un efecto
inhibitorio similar en este tumor provocando una regresion casi completa. La Unica
diferencia observada fue que los tumores tratados con la dosis mas elevada
reiniciaron su crecimiento diez dias después que los tumores tratados con la dosis
de 30 mg/kg. Sélo los ratones tratados con la dosis de 60 mg/kg vieron reducido su
peso corporal de una forma significativa con respecto a los ratones control (Fig.
3.11).
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Fig. 3.11. Efecto de Nab-paclitaxel en el tumor C4-2-HI. Arriba izg. Se muestran las
curvas de crecimiento de tumores C4-2-HI transplantados en ratones nu/nu, las flechas
indican los momentos de la administracion de Nab-paclitaxel segin se describe en
Materiales y Métodos. Los tumores fueron sensibles a ambas dosis utilizadas. La
administracion de albumina increment6 el tamafio de los tumores con respecto al grupo
control. Fotografias: Se muestran las imagenes histoldgicas de los tumores control
compuestos por células dispuestas en placas sélidas. Los tumores tratados muestran nidos
de células remanentes que se encuentran rodeados por tejido estromal; barra: 100 ym. Los
tumores tratados con la dosis mas baja reiniciaron su crecimiento 10 dias antes que los
tratados con la dosis mas alta. ***: p<0.001 grupos experimentales vs. ambos controles;
p<0.05 control vs. control con albimina (a o b vs. ¢: p<0.001). .
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Determinacion de la toxicidad de las dosis de Nab-
paclitaxel utilizadas

Por otro lado debimos determinar el grado de toxicidad de las dosis utilizadas
de Nab-paclitaxel en el experimento anterior. De la misma manera que con PEG-DL,
administramos la droga a ratones nu/nu sin tumor. La reduccidn o ganancia
porcentual de peso se calcul6é a los 10 dias de comenzados los tratamientos. Sélo
los ratones a los cuales se les administré la dosis de 60 mg/kg mostraron una
reduccion significativa en el peso corporal. Luego de esta prueba de toxicidad

elegimos continuar sélo con la dosis de 30 mg/kg.
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Fig.3.12. Evaluacion de la toxicidad de Nab-paclitaxel. Se evalu6 la reduccion porcentual
en el peso de ratones nu/nu tratados 3 veces en dosis endovenosas de 30 y 60 mg/kg de
Nab-paclitaxel, albimina o vehiculo cada 4 dias. Los animales se pesaron al dia 10 de
haber iniciado los tratamientos (dos dias después de la ultima aplicacién). Sélo la dosis de
60 mg/kg produjo reducciones significativas en el peso de los animales (**: p<0.01).

Eficacia de Nab-paclitaxel en terapias combinadas con
MFP en carcinomas mamarios con distinta relaciéon
RPA/RPB

Tumor que expresa niveles mayores de RPA que de RPB

Se evalud la eficacia terapéutica de Nab-paclitaxel sobre el crecimiento del

tumor C4-HI respondedor a antiprogestagenos, con alta expresion de RPA.
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En este tumor la dosis de 30 mg/kg no indujo una reduccion significativa del
crecimiento. Sin embargo, el tratamiento combinado de MFP con Nab-paclitaxel si
indujo un efecto inhibitorio significativo con respecto al provocado por ambas
monoterapias (Fig. 3.13 arriba izq.). En este experimento en particular, al dia 10 de
tratamiento se eutanasiaron animales seleccionados, con el objetivo de tener
imagenes histologicas a tiempos tempranos. Esto nos permitié observar que en este
tiempo el Nab-paclitaxel indujo figuras mit6ticas aberrantes con nucleos gigantes
(Fig. 3.13 arriba derecha), conservandose sin embargo, la histoarquitectura general.
Los tumores continuaron creciendo a una velocidad similar a la de los tumores
controles. Por su lado la MFP indujo ya muy tempranamente el efecto de
diferenciacion antes descripto en el laboratorio (Wargon et al. 2009). Los tumores
tratados con MFP+Nab-paclitaxel mostraron el patron tipico de diferenciacién de los
tumores tratados con MFP en combinacion con las caracteristicas citologicas
observadas en el grupo tratado con Nab-paclitaxel. Al final del experimento un 90 %

de las células tumorales habian desaparecido en este grupo.

Tumor que expresa niveles mayores de RPB que de RPA

En un experimento anterior utilizando el tumor C4-2-HI en el cual se administro
Nab-paclitaxel, pudimos observar que una dosis de 30 mg/kg fue capaz de producir
una regresion total. Por esta razon, para investigar si una terapia combinada
MFP+Nab-paclitaxel podria ser mas efectiva que las respectivas monoterapias
decidimos reducir la dosis a 15 mg/kg de Nab-paclitaxel manteniendo los 6 mg en el
pellet de MFP. La terapia combinada mostré una respuesta comparable a la inducida

por el Nab-paclitaxel en monoterapia (Fig. 3.13 abajo).
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Fig. 3.13. Efecto de terapias combinadas de Nab-paclitaxel y MFP en tumores con
distinta proporcion de isoformas de RP. Arriba izq. Se muestran las curvas de
crecimiento de tumores C4-HI inoculados en ratones nu/nu tratados con dosis de 30 mg/kg
de Nab-paclitaxel, pellets de 6 mg de MFP y en forma combinada con ambos tratamientos
(n=6/grupo). El tratamiento combinado en este tumor indujo una inhibicién del crecimiento
mayor que cada una de las monoterapias (***: p<0.001 grupos experimentales vs. control;
cvs. a 0 b: p<0.001). Arriba der. Imagenes histologicas representativas de los tumores de
los ratones sacrificados a los 10 dias de iniciado los tratamientos. Nab-paclitaxel a este
tiempo genera células aberrantes con polinucleacion y polimorfismo mostrando una
condensacion parcial de la cromatina. El inset muestra una mitosis aberrante y una célula
con los cromosomas dispersos. Se observaron también células de citoplasma eosindfilo y
células con una gran cantidad de citoplasma. MFP indujo diferenciacion. En el tratamiento
combinado la histoarquitectura es muy similar a los tumores tratados con MFP, pero se
observa una gran cantidad de células aberrantes en forma de anillo de sello con una gran
vacuola intracitoplasmatica, ademas de presentar un abundante estroma esclerohialino y
células con caracteristicas tipicas del tratamiento con Nab-paclitaxel. Abajo izq. Se
muestran las curvas crecimiento del tumor C4-2-HI tratado con dosis de 15 mg/kg de Nab-
paclitaxel, MFP o tratamientos combinados. MFP no aumenté el efecto inhibitorio del Nab-
paclitaxel. Abajo der. El PAX induce un aumento de zonas necréticas como se ilustra en la
imagen, mientras que no se observan diferencias histolégicas entre los tumores C4-2-Hl
tratados con MFP o con tratamientos combinados (c vs. a o b: p<0.001). Barra: 40 pym;
Barra del inset: 20 um.
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En resumen, de estos experimentos podemos concluir que los carcinomas
mamarios de este modelo experimental son sensibles al tratamiento con Nab-
paclitaxel y que sélo en aquellos tumores con mayor proporcion de RPA que RPB las
terapias combinadas con MFP mejoran la eficacia de las terapias simples. Los
carcinomas que mostraron mejor respuesta a la monodroga Nab-paclitaxel fueron los
tumores con mayor proporcion de RPB que RPA. En forma similar a los resultados
obtenidos con PEG-LD las terapias combinadas de MFP y PAX permitirian utilizar
dosis no téxicas de Nab-paciltaxel en pacientes con mayor proporcion de RPA que
RPB.

PEG-LD y Nab-paclitaxel en terapias combinadas con MFP
en un modelo experimental de células de cancer de mama
humano

Establecimiento de xenotransplantes de células T47D,
T47D-YAy T47D-YB

Los resultados anteriores demuestran que carcinomas mamarios murinos que
expresan receptores hormonales y que tienen una alta proporciéon de RPA/RPB son
susceptibles de beneficiarse de una terapia combinada con quimioterapicos y MFP.

Para fortalecer el resultado y evaluar su reproducibilidad utilizando células de
origen humano se establecieron tumores a partir de la inoculacion de células T47D—
YA o —-YB en ratones inmunosuprimidos. En un comienzo se utilizaron ratones nu/nu
siguiendo los protocolos publicados (Badtke et al. 2012) y no tuvimos éxito. Se
observaba un pequefio crecimiento tumoral incipiente pero los tumores luego
regresionaron espontaneamente (resultados no mostrados).

Posteriormente, dado que habiamos adquirido los ratones NSG para trabajar
con muestras humanas, tratamos de hacer crecer los tumores en estos ratones

obteniendo resultados satisfactorios.
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Descripcion histopatoldgica de los xenoinjertos de T47D-
YAy T47D-YB

Los tumores formados por células T47D-YA a nivel celular muestran un
citoplasma poligonal acidéfilo con nucleos de cromatina laxa. En el tumor, al igual
gue en cultivo, las células muestran una cantidad de nucléolos variables con mitosis
atipicas como por ejemplo las mitosis tripolares. Existen apoptosis espontaneas que
en algunos nidos tumorales se encuentran en forma de células apoptéticas
fragmentadas. A nivel histolégico se trata de un carcinoma ductal con cribas y
conductos, donde un 10 y 15 % de la masa tumoral esta involucrada en formar
estructuras glandulares. Posee un patrén de crecimiento en nidos solidos y
acordonados y presenta una capsula fibrosa rodeada por una matriz de colageno

con un estroma moderado que la encapsula parcialmente (Fig. 3.14.).

Fig. 3.14. Tumor de la linea celular T47D-YA. Izq. Muestra caracteristicas histologicas de
carcinoma ductal donde se observan conductos o estructuras glandulares en forma de
espacios blancos (flecha negra). Der. Muestra la presencia de apoptosis espontaneas
(flecha roja) y algunas mitosis (flecha verde), también se pueden observar conductos
normales de la glandula del ratén (flecha naranja). Barra: 60 um.

Estos xenoinjertos muestran un crecimiento particular similar al crecimiento del
comedo carcinoma, donde se observan grupos de células creciendo dentro de los
conductos mamarios. Adicionalmente tienden a hacer embolias tanto en vasos como
en nervios periféricos rodeando las vainas de mielina e incluso logran invadir
localmente las fibras musculares (Figura 3.15).
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Fig. 3.15. Caracteristicas
histopatolégicas de los tumores
T47D-YA. Ay B muestran células T47D-
YA (CK+) creciendo dentro de los
conductos de las glandulas mamarias
normales (flecha negra) y en el tejido
circundante (flecha roja). C. Se observan
células tumorales CK+ invadiendo fibras
musculares  esqueléticas. D. Se
observan células tumorales creciendo
dentro de los alvéolos mamarios (H&E).
E. Se observa una embolia de células
tumorales dentro de vasos sanguineos

La citologia de los xenoinjertos T47D-YB es similar a la de los tumores T47D-
YA, pero a diferencia de ellos, muestran un escaso estroma interpuesto entre los
nidos tumorales, siendo un tumor mas sélido y en lamina (playas de células con muy
poco estroma interpuesto sin mostrar casi discontinuidad entre célula y célula).
Ocasionalmente se observan cribas, y en un grado mas reducido que los tumores de
T47D-YA (Fig. 3.16).
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Fig. 3.16. Tumor de la linea celular T47D-YB. Crecimiento en lamina de las T47D-YB
donde se observa el escaso estroma. En la imagen de la derecha se observan varias mitosis
(flecha negra) y células apoptoticas (flecha roja) Barra: 60 pum.

Los xenotransplantes de T47D-YB de la misma manera que los tumores de
T47D-YA mostraron capacidad invasiva en distintos tejidos circundantes al tumor
(Fig. 3.17).

Fig. 3.17. Caracteristicas histopatolégicas de los tumores T47D-YB. A. Se observan
células T47D-YB invadiendo musculo esquelético (H&E). B. Se observan las células
tumorales tapizando las paredes de vasos sanguineos (H&E). C y D. Muestra una invasion
perineural de las células tumorales (CK+). La flecha negra sefiala a la vaina del nervio y la
flecha roja sefiala a las células tumorales creciendo en el espacio perineural. Barras: 60 pm.
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La MFP mejoré la eficacia terapéutica de PEG-DL y de Nab-
paclitaxel en tumores T47D-YA pero no en los T47D-YB
creciendo en ratones NSG

La MFP inhibi6é el crecimiento de los tumores T47D-YA como se esperaba a
partir de trabajos previos realizados en el laboratorio utilizando tumores del modelo
de carcinomas mamarios inducidos por MPA, y estudios in vitro en células T47D
(Cerliani et al., 2011; Lanari et al, 2012) y no indujo una inhibicién del crecimiento de
los tumores T47D-YB. Es importante mencionar que en nuestro conocimiento, esta
es la primera vez que se realizan estudios in vivo sobre el efecto de MFP en
xenoinjertos de estas células.

El Nab-paclitaxel indujo la regresion de ambos tipos tumorales, sin embargo,
mostrdé un mayor efecto terapéutico en los tumores T47D-YB en comparacion a los
T47D-YA. El PEG-DL por otra parte, solo inhibié el crecimiento tumoral en forma
significativa de los tumores T47D-YA.

Solamente en los tumores T47D-YA los tratamientos combinados fueron mas
eficaces que las monoterapias. Curiosamente, en los tumores T47D-YB la MFP
incluso redujo la eficacia terapéutica de Nab-paclitaxel (Fig. 3.18).
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Fig. 3.18. Efecto de los tratamientos combinados en los tumores T47D-YA y T47D-YB.
Estos graficos corresponden a xenoinjertos de T47D-YA o T47D-YB creciendo en ratones
NSG con pellets de E, implantados una semana antes de la inyeccion de las células
tumorales (n=6). Los ratones se trataron con PEG-LD (0.9 mg/kg), Nab-paclitaxel (15 mg/kg)
y/lo MFP (10 mg/kg/dia). MFP sdlo inhibié el crecimiento de los xenoinjertos de las células
T47D-YA. La mayor eficacia de los tratamientos combinados con respecto a las
monoterapias se observé sélo en los tumores T47D-YA. ***: p<0.001; **: p<0.01; y*: p<0.05.
T47D-YA PEG-DL: a vs. b: p<0.001; a vs. c¢: p<0.001; T47D-YA Nab-paclitaxel: a vs. b o vs.
c: p<0.05; T47D-YB PEG-DL/Nab-paclitaxel: a vs. b: p<0.05; a vs. c: p<0.001.

Todos los tumores que mostraron una inhibicibn del crecimiento tumoral,
histol6gicamente mostraron una gran remodelacion tisular asociada a un aumento
de fibras de colageno intercaladas entre los nidos de parénquima tumoral como se

evidencia en la coloracion azul del tricromico de Masson (Fig. 3.19).

T47D YA T47D YB
ontrol ( MFP

ontrol

Control

PEG-DL

Nab-paclitaxel

Fig. 3.19. Remodelacion estromal inducida por los tratamientos con MFP y/o PEG-LD o
Nab-paclitaxel en tumores T47D-YA o -YB. Tincién de Tricromico de Masson que permite
observar las fibras de colageno en azul. Los tumores en regresion muestran un aumento de
fibras de colageno que son muy notorios en los tratamientos de los tumores T47D-YA con
PEG-LD o Nab-paclitaxel o tratamientos combinados, mientras que en los tumores T47D-YB
sélo los grupos tratados con Nab-paclitaxel muestran aumento de fibras de colageno. Barra:
40 um.

Ademas se evaluo la expresion de CK, marcador de estirpe epitelial, por IHQ
gue nos permitié determinar la proporcion relativa de células tumorales en relacién a
toda la masa tumoral (Fig. 3.20), lo cual deja en evidencia que el tratamiento fue mas
efectivo que lo observado a partir de las mediciones con calibre.
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Fig. 3.20. Marcacion de CK realizada para evidenciar la remodelacién tisular inducida
por los tratamientos con MFP y/o PEG-LD o Nab-paclitaxel en tumores T47D-YA o -YB.
Pocas células tumorales remanentes (CK+) se observan en los xenoinjertos T47D-YA luego
de los tratamientos combinados. Contrariamente, para las células T47D-YB no se observa
mayor eficacia de los tratamientos combinados vs las monodroga aunque es destacable el
mayor efecto en el tratamiento del Nab-paclitaxel vs PEG-LD en este tumor. Barra: 40 ym.

Descripcion histopatologica de los tumores T47D-YA
tratados

La MFP indujo remodelacién estromal periférica que constituye un signo
caracteristico de regresion. La remodelacion afectd a un tercio aproximadamente de
la masa tumoral total. En pequefias zonas existi6 un incremento de estroma
esclerohialino y se observaron pequefios focos necréticos y focos apoptoticos
aislados. Las células en algunos casos mostraron finas vacuolas e internamente se
vio una red o entramado a nivel citoplasmatico. A pesar de esto el tejido tumoral no
se encontré totalmente silenciado, ya que se observaron mitosis aisladas. Si bien se
observd un aumento de la cantidad de luces con respecto al control, no se lo puede
considerar como un tumor diferenciado.

Los tumores tratados con PEG-DL mostraron un estroma fibroblastico y fibroso

compuesto principalmente por fibras colagenas. Hubo un aumento en la necrosis
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pero también se observaron figuras mitoticas. De forma adyacente a los focos
necroticos se observaron pequefias zonas de esclerohialinosis. En comparacion con
los tumores de T47D-YB, los tumores T47D-YA presentaron mas focos de necrosis.

El Nab-paclitaxel indujo focos de necrosis periféricos y se observaron cambios
regresivos con un incremento de estroma con células tumorales dispersas o
creciendo en cordones. Es interesante destacar que no se observaron cambios
significativos con este tratamiento en las células creciendo en el interior de
estructuras como vasos, nervios o conductos mamarios (Fig. 3.15. Ay B.).

En el caso de tratamientos combinados de MFP+PEG-DL, adyacente a las
pequefias areas de necrosis se observaron focos de regresion completa y un
estroma fibrocelular con células tumorales aisladas o en pequefios cordones. En
resumen se puede decir que el tratamiento combinado indujo una regresion mas
intensa. En los tumores tratados con MFP+Nab-paclitaxel se observaron cambios
regresivos involucrando a un 80 o 90% de la masa tumoral, que presentaron en su
mayoria células tumorales aisladas inmersas en el estroma, indicando que si bien la
regresion fue mayor a la de los tumores tratados s6lo con Nab-paclitaxel, no resulto

completa.

Descripcion histopatoldgica de los tumores T47D-YB
tratados

En los tumores T47D-YB, el tratamiento con MFP no gener6 cambios con
respecto al control. En algunas imagenes se puede observar un sensible aumento
del estroma, en este caso, no asociado a signos de regresion.

PEG-DL de la misma forma que MFP, no fue capaz de modificar en forma
notoria la histologia, se observan laminas soélidas de tejido aunque en algunos
preparados existieron pequefas zonas de esclerohialinosis rodeados de pequefos
focos de apoptosis/necrosis.

Los tumores tratados con Nab-paclitaxel mostraron importantes signos de
regresion. Se observaron soélo células residuales aisladas con un citoplasma
microvacuolizado y algunas células incluso binucleadas. La regresion fue casi
completa, de un 90 % aproximadamente. No se observé la histoarquitectura tipica de

los controles debido a que los cambios regresivos fueron severos.

85



Los tumores tratados con MFP+PEG-DL no mostraron mayores diferencias con
respecto al tratamiento con la monodroga PEG-DL de la misma manera que
MFP+Nab-paclitaxel con respecto a Nab-paclitaxel. Basicamente se conservaron los

mismos escenarios.

En resumen, podemos concluir que los resultados obtenidos en el modelo
experimental humano son similares a los obtenidos en el modelo murino. Sélo los
tratamientos quimioterapicos combinados con MFP aumentaron la eficacia de las
monodrogas en el caso de las células con alta expresion de RP-A. Asimismo estos
altimos fueron mas sensibles al PEG-LD y los tumores con alta expresion de RP-B

fueron mas sensibles al Nab-paclitaxel.

Estudio de los mecanismos implicados en el aumento de
eficacia de MFP en combinacion con PEG-LD o Nab-
paclitaxel

Remodelaciéon tisular y cambios en los niveles
intratumorales de nanoparticulas

Como se mencion6 anteriormente, la regresion de los carcinomas mamarios
del modelo experimental utilizado inducida por MFP va acompafiada de un
incremento en la proporcién de estroma con respecto al compartimiento epitelial, y
dentro de los tumores sensibles existen ciertas diferencias intrinsecas de cada
tumor. Por ejemplo, el tumor C4-HI regresiona ante la presencia de
antiprogestagenos con un incremento en la diferenciacion ademas del aumento en la
cantidad de estroma (Fig. 3.13. arriba derecha). Por otro lado, el tumor 59-2-Hl,
también sensible, regresiona sin inducir diferenciaciéon del compartimiento epitelial,
simplemente existe una reduccion del tamafo de los nidos tumorales debido a un
aumento de citostasis y apoptosis (Fig. 3.6). El aumento de estroma debido a este
tipo de tratamiento hormonal se puede apreciar muy claramente en tumores
transplantados en ratones BALB/c-GFP en los cuales todas las células excepto las
tumorales inoculadas son GFP+ (Figura 3.21).

Para los experimentos posteriores de regresion tumoral y medicion de los

niveles intratumorales de droga se decidi6 usar el tumor 59-2-Hl.
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Fig. 3.21. Aumento del estroma en el tumor 59-2-HI (RPA/RPB>1) tratado con MFP.
Estas imagenes corresponden a tumores 59-2-HI creciendo en ratones BALB/c-GFP que se
trataron o no con MFP (10 mg/kg/dia) durante 5 dias. Se observa un aumento de células
estromales (células verdes, GFP+) en los tumores tratados con MFP. Los nucleos fueron
contra tefiidos con IP (rojo), barra: 300 um.

Estudios sobre la vasculatura

Hipotetizamos que este tipo de remodelacién tisular semejante a un proceso de
cicatrizacion, podria estar acompafiado de una remodelacién a nivel vascular que
podria llegar a explicar, al menos en parte, los resultados observados en las terapias
combinadas. Por lo tanto decidimos estudiar el efecto de MFP sobre la vasculatura
durante el proceso de regresion. Se observé un incremento en el nimero de células
positivas para CD-31 (marcador de células endoteliales) en aquellos tumores
tratados con MFP con respecto a los tumores control (Fig. 3.22) sugiriendo que el
tratamiento con MFP estaria asociado a un aumento de la vasculatura.

Este fue un resultado que parecid contra intuitivo, ya que en un primer
momento se pensaba que MFP podria inhibir la formacién de vasos. El fenédmeno de
antiangiogénesis se encuentra frecuentemente asociado a la regresion tumoral y los
trabajos del grupo de Salman Hyder sugerian que MFP actuando en forma opuesta

al MPA podria inhibir la angiogénesis (Liang & Hyder 2005).
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Fig. 3.22. Expresién de CD-31 en tumores tratados con MFP. Tumores 59-2-HI creciendo
en ratones BALB/c tratados o no con MFP (10 mg/kg) por 5 dias se procesaron para
estudios de IF. Se utiliz6 un anticuerpo anti CD-31, marcador de células endoteliales, y un
anticuerpo secundario acoplado a FITC (verde). Se observa un aumento en la marca de CD-
31 en los tumores tratados con MFP. Los nucleos se marcaron con IP; barra: 300 pm.

Para corroborar estos resultados y confirmar la funcionalidad de los vasos
sanguineos se inyectd una lectina unida a fluoresceina que tiene la capacidad de
unirse a las células endoteliales. Como se observa en la Fig. 3.23, los tumores
tratados con MFP mostraron un aumento de marca correspondiente a la lectina
(p<0.05).

Asimismo se realiz6 la colocalizacion entre CD-31 y LT confirmando asi que los
tumores tratados con MFP no sélo tienen mas vasos que los tumores controles, sino
gue también una mayor proporcién de ellos son funcionales (Fig. 3.23.B). Lo cual fue
corroborado con otro marcador de vasos como lo es Von Willebrand (Fig. 3.24.izq).

Usando los mismos tumores que fueron marcados con LT se determind la
presencia de vasos maduros, los cuales usualmente estan rodeados de pericitos
(células positivas para SMA). Sélo se encontraron vasos de este tipo en la periferia
del tumor (Fig. 3.24.der.).
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Fig. 3.23. Evaluacién de funcionalidad de vasos en tumores tratados con MFP. Se
inyecté LT en forma endovenosa a ratones BALB/c portadores de tumores, tratados o no
con MFP (10 mg/kg) durante 5 dias. Los ratones se eutanasiaron a los 7 minutos y los
tumores se procesaron para estudios de IF. Los nlcleos se marcaron con IP (rojo). Se
observé un incremento de LT fluorescente (verde) en los tumores tratados con MFP; barra:
300 pm (A). También se observd un mayor grado de colocalizacién (amarillo) entre la marca
de LT (verde) y CD-31 (rojo; anticuerpo secundario acoplado a Dylight) en los tumores
tratados con MFP en comparacion a los tumores control. Barra izg: 300 uym; barra der: 50

pum (B).

Fig. 3.24. Expresiéon de Von Willebrand y SMA en tumores tratados con MFP. Izq. Se
realiz6 una marcacion de von Villebrand (marcador de células endoteliales) utilizando un
anticuerpo secundario acoplado a Dylight (rojo) en las muestras del experimento anterior en
los cuales los ratones se inyectaron con LT (verde). Estos resultados corroboraron los
experimentos de colocalizacion obtenidos con CD-31. Der. Se realiz6é la IF utilizando un
anticuerpo anti aSMA (marcador de pericitos), en cortes del mismo tejido. En este caso solo
se observo marca de aSMA en los vasos de la periferia de los tumores.
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En resumen este conjunto de experimentos nos permite observar que MFP
durante el proceso de regresion en los tumores de tipo RPA>RPB induce un
incremento de vasos sanguineos inmaduros con un buen grado de funcionalidad
que potencialmente pueden facilitar el ingreso de una segunda droga de efecto

quimioterapico.

Cuantificacidon del influjo de sangre dentro de los tumores
tratados con MFP

Para determinar si el incremento de vasos sanguineos observado podia estar
asociado a un incremento en la concentracion intratumoral de las nanoparticulas y
acumulacion de la droga, se midio el nivel de influjo en los tumores tratados o no con
MFP utilizando distintos abordajes.

Teniendo en cuenta que disponemos de ratones BALB/c-GFP postulamos que
los GR fluorescentes de estos ratones podrian utilizarse para evaluar si la
concentracion de los mismos aumentaba en los tumores tratados con MFP al
inocularse a ratones portadores de tumor. Los GR-GFP se inyectaron en forma
endovenosa a ratones portadores de tumores 59-2-HI, que previamente ya habian
sido tratados o no con MFP. Posteriormente con citometria de flujo se evalu6 la
presencia de los GR-GFP dentro de los tumores (Fig. 3.25.A) y se observé que
existia también un incremento en la cantidad de GR-GFP con respecto a los tumores
control (Fig. 3.25.B), indicando este resultado que es mayor el influjo de sangre
dentro de los tumores tratados con MFP que en los tumores control.

En este caso el bazo fue el 6rgano que sirvi6 como control negativo, no mostro

diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 3.21.C).
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Fig. 3.25. Andlisis de citometria de flujo de GR-GFP. A. Los GR-GFP se aislaron como
se describi6 en Materiales y Métodos y se inocularon en forma endovenosa en ratones
portadores de tumores 59-2-HI tratados o no con MFP. Los animales se eutanasiaron a las
72 hs. Se muestran los histogramas de distribucion de células en funcidn de la intensidad de
fluorescencia de GFP de una suspensién enriguecida en eritrocitos extraida de ratones
BALB/c-GFP (control positivo), de una suspension de eritrocitos extraida de un ratén BALB/c
(control negativo) y de las suspensiones celulares de tumor y bazo de ratones BALB/c
inyectados previamente con eritrocitos GFP+. Se observa el rango (gate P1) de positividad
para considerar a un evento como GFP+. B. Cuantificacion de GR-GFP+/células totales de
suspensiones celulares de tumores o bazos de ratones controles o tratados con MFP. Se
observa una diferencia significativa en cuanto a la acumulaciéon de GR-GFP en los tumores
tratados previamente con MFP con respecto a los controles. No se observaron diferencias
en los bazos de ratones tratados o no con MFP. *: p<0.05. Las frecuencias cuantificadas
corresponden al numero de eventos GR-GFP dentro del gate de eritrocitos del dot plot de
FAC-A vs. el SSC-A.

Cuantificacion de los niveles intratumorales de
guimioterapicos

Por dltimo se realizaron estudios para evaluar la acumulacién de las drogas

en el ambiente tumoral.
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PEG-DL

Aprovechando la capacidad de emitir autofluorescencia en rojo de la DOX y la
posibilidad de usar ratones BALB/c-GFP para visualizar los tejidos del huésped, se
evaluo la intensidad de la fluorescencia como medida indirecta de la concentracion
de DOX intratumoral. Se transplantaron tumores 59-2-HI en ratones BALB/c-GFP y
se trataron como se describié en Materiales y Métodos. Como se muestra en la Fig.
3.26.A, se observé una tincién de color rojo en el ndcleo de las células estromales
(células verdes) y en las células tumorales adyacentes a éstas. La cantidad de DOX
fue mayor en los tumores que previamente habian recibido un tratamiento con MFP.
No se observo el mismo efecto en los tumores C4-2-HI tratados de la misma manera
(Fig. 3.26.B).
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Fig. 3.26. MFP incrementa la acumulacion de PEG-DL en los tumores con niveles de
RPA>RPB. A. Tumores 59-2-HI creciendo en ratones BALB/c-GFP se trataron o no con
MFP (10 mg/kg). A los 5 dias se inyect6 una dosis Unica de PEG-DL (18 mg/kg). A las 24 hs
se eutanasiaron los ratones y los tumores se procesaron para ser observados con
microscopia confocal. El rojo y el anaranjado que se observan en las fotografias
corresponden a la autofluorescencia de la DOX acumulada tanto en el nacleo de las células
estromales (naranja) como en el de las células tumorales que se encuentran en la vecindad
de las células estromales. Barra superior: 120 um, barra inferior: 30 um. B. Tumor C4-2-Hl
procesado de la misma manera que los tumores 59-2-HI, sin embargo no se observaron
diferencias en las cantidades de DOX entre tumores tratados o no con MFP; barra: 120 pm.

Nab-paclitaxel

Utilizando el mismo protocolo de administracion de MFP pero en este caso en
ratones inmunosuprimidos, evaluamos la acumulacién de PAX en los tumores de
una forma indirecta, haciendo uso de un anticuerpo policlonal anti-albimina humana
que nos permite visualizar la albimina que esta unida al PAX.

Un incremento en la marca de albumina humana se observé en los tumores
gue previamente habian sido tratados con MFP con respecto a los controles (Fig.
3.27). No se observd marca en los controles negativos incubados sin anticuerpo

primario.

Control

Control

d Nab-Paclitaxel + ¥
negativo ab-Paclitaxe

MFP - +

Fig. 3.27. Cuantificacion de Nab-paclitaxel por IF. Se inocularon tumores 59-2-HI en
ratones nu/nu y se trataron o no con MFP (10 mg/kg). A los 5 dias se inyect6 Nab-paclitaxel
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(60 mg/Kg). A las 24 hs. los ratones se eutanasiaron y los tumores se procesaron para IF.
Se utilizé un Ac. Anti-albimina humana que se revel6 con un Ac. secundario acoplado a
FITC (verde). Los nucleos se contratifieron con IP. No se observé marca en el control
negativo (en el cual no se uso el Ac. primario o no se inyect6 Nab-paclitaxel); barra superior:
120 uym; barra inferior: 40 pum. ***; p<0.001.

En resumen estos resultados demuestran claramente el aumento de
concentracion de nanoquimioterapicos en los tumores con niveles de RPA>RPB
tratados con MFP explicando asi la mayor eficacia terapéutica observada de los

tratamientos combinados en estos tumores.

El efecto inducido por MFP puede ser producido por otras
drogas que aumenten la remodelacion tisular

El efecto de MFP, de aumentar la eficacia terapéutica de
PEG-LD y Nab-paclitaxel se reproduce con el tratamiento
con E;

Con el fin de evaluar si el efecto observado previamente era un efecto
especifico inducido por la MFP, o podria ser causado por otros agentes capaces de
inducir la regresion tumoral, nos planteamos evaluar si el tratamiento con E; era
capaz de aumentar la eficacia del PEG-LD. En experimentos previos del laboratorio
se habia demostrado que los estrégenos tienen un efecto similar a los
antiprogestagenos en los tumores con niveles de RPA mayor que RPB (Kordon et al.
1991; Soldati et al. 2010; Vanzulli et al. 2005). Se realizaron experimentos in vivo de
tratamientos combinados con E, y PEG-DL. Las terapias combinadas mostraron una
mayor eficacia que las monoterapias s6lo en los tumores con mayores niveles de
RPA que de RPB (Fig. 3.28).
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Fig. 3.28. E, también aumenta la eficacia terapéutica de PEG-DL. A. Curvas del tumor
C4-HlI tratados con 9 mg/kg de PEG-DL y pellets de E, de 0,5 mg. B. Curvas de crecimiento
de tumores tratados con pellet de 0,5 mg E, y/o 0,9 mg/kg de PEG-LD. Los tumores C4-Hl y
59-2-HI con niveles de RPA>RPB mostraron una mayor efectividad de los tratamientos
combinados con respecto a las monoterapias. En el tumor C4-2-HI con expresion de
RPB>RPA la terapia combinada no mostr6 mayor eficacia que las monoterapias. *: p<0.05;
**: p<0.01 y ***; p<0.001.

Estos resultados apoyan la hipétesis que sostiene que la remodelacion tisular

que provoca un aumento de vasculatura es responsable de aumentar la acumulacion

de la droga en el tumor y sugiere que en cada tumor habria que disefiar la estrategia

terapéutica teniendo en cuenta estos conceptos.

Efecto de DOX in vitro sobre células T47D, T47D-YA O -YB
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Efecto de DOX en la proliferacion y la apoptosis de las
células T47D WT, T47D-YA y T47D-YB

Teniendo en cuenta los resultados anteriores que sugieren un efecto diferencial
de DOX y PAX sobre células murinas con mayor expresion de RPA o RPB se abordo
el estudio de DOX sobre las células humanas T47D y sus variantes. Se sembraron
células T47D WT, T47D-YA y T47D-YB como se describe en Materiales y Métodos y
se trataron durante 48 hs con concentraciones crecientes de DOX. Posteriormente
se cosecharon y prepararon para el recuento por citometria de flujo.

En la Fig. 3.29. se observan las curvas ajustadas para cada linea celular
graficando en el eje de la ordenada un porcentaje de inhibicion. Las células T47D
mostraron ser extremadamente sensibles a la DOX. La linea T47D-YA requirio
mayor concentraciéon de DOX para inducir una respuesta similar, pero ambas lineas
alcanzaron su nivel maximo de respuesta inhibitoria observandose en el recuento de
células un 75% menos que en los controles. En el caso de las T47-YB fue de un

50%, lo que nos indica que esta linea celular resulta menos sensible a esta droga.
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Fig. 3.29. Curvas de dosis respuesta en las
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Los resultados de recuentos celulares realizados por citometria se confirmaron
mediante recuentos en camara de Neubauer obteniéndose resultados similares (no

mostrados).

Estudios del efecto de DOX en el ciclo celular de las
células T47D WT, T47D-YAy T47D-YB

De forma paralela al recuento de células por citometria se realizé la
determinacion de la distribucion de las células en cada una de las fases del ciclo
celular en las distintas concentraciones de DOX utilizadas anteriormente.

La delimitacion entre cada una de las fases se realiz0 de forma automatica
como se describié en Materiales y Métodos, y se distinguieron 4 sub-poblaciones:
Sub-G1 con cantidades de ADN menores a las diploides (apoptosis), G1, S, G2/M
(células en G2 y mitosis) y supra-G1 (células poliploides).

Las tres lineas celulares mostraron un comportamiento distinto cuando se
incubaron con DOX. T47D WT se caracterizd por presentar un arresto en G2/M en
las concentraciones que oscilan entre 107 y 10° M de DOX. T47D-YA presenté un
arresto moderado de G2/M a las concentraciones de 107 a 10® M, aunque lo més
destacable es la gran proporcion de células en Sub-G1l. T47D-YB, ademas de
presentar los niveles de Sub-G1 crecientes hacia las concentraciones de 10°y 10°®
M, muestran una proporcidon incrementada de células poliploides en las
concentraciones que oscilan entre 10° M y 10® M. En la Fig. 3.30 se muestra un
ejemplo de los resultados de citometria y como el software realiza el reconocimiento
de cada una de las fases del ciclo celular. En la Figura 3.31 se muestran las

cuantificaciones de las mismas.
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de las lineas T47D-YA e -YB a distintas

concentraciones de doxorubicina. Ejemplos de cédmo doxorubicina es capaz de afectar la
proporcion de células en cada una de las fases del ciclo celular. El primero de los recuadros
corresponde al control de cada una de las lineas celulares. Cuando las concentraciones se
van incrementando existen modificaciones como la que se observa en la segunda fila de
recuadros en donde existe un claro arresto en G2/M. A concentraciones aun mayores las
fases del ciclo celular pueden volverse irreconocibles graficos de la derecha.
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Si consideramos s6lo la comparacion entre la linea T47D-YA e -YB a nivel de

apoptosis y de poliploidia podemos notar mas claramente las diferencias entre

ambas lineas.

Asi como en la Fig. 3.29 se observé que la linea celular T47D-YA es mas

sensible a la DOX que la T47D-YB, si observamos el numero de células en

apoptosis graficadas en la Fig. 3.32, se observa que a la concentraciones de 107 y

10® M, las células T47D-YA mostraron mayor nimero de células apoptéticas que las
células T47D-YB (p<0.05)

Por otro lado, si consideramos el grafico de porcentajes de células poliploides

podemos notar que T47D-YB presenta significativamente mayores niveles de células

poliploides que T47D-YA con el tratamiento de distintas concentraciones de DOX.
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Fig. 3.32. Porcentajes de apoptosis y de poliploidia en células T47D-YA e —YB tratadas
con DOX. Estos graficos muestran de forma comparativa los porcentajes de apoptosis y de
poliploidia entre las lineas T47D-YA y T47D-YB. Se construyeron con los datos de la Fig.
3.25; *: p<0.05; **; p<0.01 y ***; p<0.001.

Estos resultados muestran que la linea T47D es altamente sensible a la DOX 'y
que la linea T47D-YA muestra una mayor sensibilidad que la T47D-YB en

concordancia a los resultados observados in vivo.

Efecto de DOX y MFP in vitro sobre cultivos tisulares de
cancer de mama humano

Estudios preliminares realizados en cultivos tisulares de
carcinomas mamarios con expresion diferencial de
isoformas de RP

Como se menciond anteriormente estamos realizando un estudio con muestras
de cancer de mama humano en las cuales evaluamos la proporcién de isoformas de
RP por un lado, y la respuesta a la MFP por otro. En los casos en que fue posible
porque las muestras tenian un tamafio suficiente, se afiadieron los grupos
experimentales DOX y DOX+MFP a los grupos Control y MFP de los cultivos
tisulares. El objetivo era por un lado, poner a punto los ensayos para disefiar un
posterior estudio preclinico cuyo objetivo es determinar si los pacientes con mayores
niveles de RPA que RPB son mas sensibles a PEG-LD que a Nab-paclitaxel e
inversamente determinar si los pacientes con mayores niveles de RPB que RPA son
mas sensibles al Nab-paclitaxel que a PEG-LD (tema de la beca postdoctoral).

Las muestras se procesan como se describio en Materiales y Métodos y luego
del célculo del indice de Ki-67 evaluado por IHQ se los correlaciona con su relacion
de isoformas de RP determinada por WB (estudio en curso no finalizado).

Si bien ya se ha evaluado la respuesta a MFP en mas de 40 muestras, hasta el

momento se ha evaluado la respuesta a DOX o DOX + MFP sé6lo en 4 muestras, 2
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con una relacion RPA>RPB y 2 con una relacion RPB>RPA. Se observd que en las
muestras con mayor proporcion de RPA que de RPB determinada por Western blot,
MFP y DOXO ejercieron un efecto inhibitorio similar. Los tratamientos combinados
no mostraron mayor eficacia que las monodrogas (Fig. 3.33). Las significancia
estadisticas que se muestran en estos casos particulares son de control vs.
tratamiento, ya que al realizar el estudio para muestras multiples la variancia global
opaca el efecto inhibitorio observado con DOX dado que el nUmero de recuentos en

este grupo es menor que en el grupo de MFP.
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Fig. 3.33. indice de proliferacion expresado como porcentaje de células Ki67+ en
funcion de las células viables totales en los cultivos tisulares de biopsias humanas
con altos niveles de RP-A. Cortes de 100 um de tejido fresco de muestras de cancer de
mama de pacientes (al menos 4 cortes por grupo) se incubaron a 37°C por 48 hs en medio
de cultivo con 10% de SFB en presencia de MFP (10 nM) y/o DOX (1 uM). Luego se fijaron y
procesaron para evaluar por IHQ la expresién de Ki-67. Se contaron las células Ki-67 + vy las
células viables totales de cada corte. En ambas muestras (A; 323 y B: 328) se observé una
disminucion de la fraccion proliferativa luego de incubar con MFP (10 nM) *: p<0.05; o DOX
(1 pM) **: p<0.01. Si bien el valor obtenido de Ki-67 es menor en los tratamientos
combinados, no hay diferencias significativas con cada una de las monodrogas.

En el caso de las biopsias con mayor proporcion de RPB que RPA, se observa
claramente que el tratamiento con MFP (10 nM) no modifico el porcentaje de células

proliferativas, mas aun en una de ellas, la 319, se observo un aumento significativo
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de la expresion de este marcador en los cortes tratados con MFP (Fig. 3.34). Una de
ellas fue resistente al tratamiento con DOX (307) mientras que la otra (319) se
inhibid, sin embargo, el tratamiento combinado no mejoré la eficacia de las

monodrogas como era esperable.
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Fig. 3.34. indice de proliferacién evaluado por expresion de Ki-67 en las biopsias
humanas con niveles de RPB>RPA tratadas con MFP y/o DOX. Cortes de 100 um de
tejido fresco de muestras de cancer de mama de pacientes (al menos 4 cortes por grupo) se
incubaron a 37° C por 48 hs en medio de cultivo con 10% de SFB en presencia de MFP (10
nM) y/o DOX (1 uM). Luego se fijaron y procesaron para evaluar por IHQ la expresion de Ki-
67. Se contaron las células Ki-67 + y las células viables totales de cada corte. En la muestra
307 (A) no se observaron cambios significativos con los tratamientos mientras que en la 319
(B) se observo un aumento del indice de proliferacion en los cortes tratados con MFP, y una
disminucion en el grupo tratados con DOX, no asi en el grupo de tratamientos combinados.
*: p<0.05; **: p<0.01 y ***: p<0.001. Se muestran los Western blots ilustrando la expresion
de isoformas de RP en las dos muestras evaluadas.
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Fig. 3.35. Expresion de Ki-67 en cultivos tisulares de biopsias humanas con
proporciones de RPA/RPB opuestas. IHQ de Ki-67. Se observan numerosos nucleos
marcados en la muestra 319 control o tratados con MFP, mientras que en la muestra 323,
s6lo se ven numerosos nucleos marcados en la muestra control. En ambos casos los
tratamientos con MFP + DOX son similares al tratamiento con DOX solo. Barra: 80 um

Un hecho interesante fue que la muestra 319 (RPB>RPA) tratada con DOX
mostré cambios citolégicos (macro nucleos) similares a los observados previamente
en uno de los experimentos con tumores mamarios murinos, (ver Fig. 3.6). Estas

imagenes solo se vieron en los grupos tratados o con DOX o DOX + MFP (Fig. 3.36).

MFP

Control

Fig. 3.36. Imagenes histolégicas de cultivos tisulares de la muestra 319 incubada con
DOX o MFP. Se observa la presencia de macro nucleos (flecha roja) s6lo en los cortes
incubados con DOX. Barra: 80 um.

La técnica de cultivo tisular puesta a punto en nuestro laboratorio no solo
mostro ser efectiva para evaluar la respuesta proliferativa al antiprogestageno, sino
gue también permite evaluar el efecto de quimioterapicos. Si bien el numero de
muestras es muy bajo para sacar conclusiones, es muy alentador observar por un
lado, que las muestras RPA respondieron ambas a la DOX, no asi las RPB. Por otra
parte, el hecho de que no se observe en las muestras RPA un efecto aditivo in vitro
con las terapias combinadas, refuerza los resultados de esta tesis que han
demostrado en los modelos experimentales que los efectos aditivos observados se
deben al aumento de concentracion intratumoral de la droga debido al mayor acceso

de la misma.
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En este trabajo demostramos que los tumores RP+ con distintas relaciones
entre las isoformas A y B, tanto los del modelo de carcinomas inducidos con MPA
(Lanari et al. 2009), como en los xenoinjertos generados a partir de las células T47D-
YA e -YB, se comportaron como tumores sensibles a PEG-DL asi como también a
Nab-paclitaxel in vivo. Por otro lado, demostramos que la MFP aumenta la eficacia
terapéutica de ambas drogas solo en aquellos tumores con mayor expresion de
RPA. Ademas los tumores que son antiprogestageno resistentes (C4-2-HI, 59-HI y
T47D-YB) se mostraron mas sensibles a Nab-paclitaxel que a PEG-DL, mientras
que los tumores respondedores a antiprogestagenos (C4-Hl, 59-2-Hl y T47D YA),
resultaron ser en algunos casos mas sensibles a PEG-DL, tal como se observo
cuando se compararon las curvas de crecimiento tumoral y las imagenes
histoldgicas a las mismas dosis utilizadas.

Las drogas quimioterapéuticas siguen siendo, a pesar de sus efectos
secundarios, las elegidas en el tratamiento de diversos tumores, ya que su eficacia
en comparacién con otras drogas hace que el analisis costo-beneficio siga
inclinando la balanza hacia su uso. Por esta razén, cualquier mecanismo que aporte
una mejora a la distribucion especifica hacia las células tumorales reduciendo su
distribucion a los tejidos normales es de gran valor. EI Nab-paclitaxel se distribuye
principalmente en las células tumorales por su gran capacidad para captar albimina
(Kratz 2008), mientras que PEG-DL aprovecha su mayor tiempo de circulaciéon con
respecto a la DOX libre y la mayor permeabilidad (fenestraciones) de los vasos
tumorales andmalos (Anders et al. 2013). En este trabajo consideramos que MFP
podria incrementar aun mas el delivery especifico de estas drogas
quimioterapéuticas hacia el tejido tumoral en un subgrupo de pacientes, aquellos
gue expresan una mayor cantidad de RPA.

Para determinar el posible mecanismo involucrado en este fenémeno,
analizamos algunas posibilidades. Se ha descripto que tanto MFP como la
progesterona son capaces de unir las proteinas MDR y de esta forma facilitar el
ingreso de las drogas quimioterapéuticas actuando como quimio sensibilizadores
(Choi 2005; Dean et al. 2001). Aunque esta posibilidad resulta muy atractiva, se han
observado regresiones completas con las monoterapias de ambas drogas
quimioterapéuticas, lo cual estaria indicando que en estos casos la resistencia a
multidrogas no parece ser el mecanismo prevalente (Fig. 2A), ya que el hecho de

encontrar regresiones completas, aun utilizando concentraciones de droga que no
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inducen toxicidad aparente, no es compatible con la presencia de MDRs activas. Por
otra parte las concentraciones de MFP que utilizamos in vitro para inhibir la
proliferacién celular (10® M), son compatibles con mecanismos mediados por
receptores hormonales (Lanari et al. 2012) mientras que para inhibir a las MDRs se
requieren concentraciones mucho mas altas del orden de 10° M (D. J. Gruol et al.
1994).

Por esta razdn es que nos enfocamos en el estudio de la remodelacion
estromal como actor principal en este fendmeno de acumulacion de drogas
quimioterapéuticas.

Es interesante destacar que en este modelo experimental los estrogenos
inducen un efecto similar a la MFP (Kordon et al. 1991). Este efecto no es exclusivo
del modelo ya que se ha observado previamente que carcinomas mamarios
humanos respondian favorablemente al tratamiento con dietiestilbestrol. Este
tratamiento fue reemplazado por TX por los menores efectos colaterales en
comparacién con los estrégenos. También se han logrado modelos experimentales
con sobreexpresion de PKCa en los cuales los estrogenos son inhibitorios del
crecimiento tumoral (Jordan 2014a; Jordan 2014b). Los tumores que regresionan
con estrogenos también experimentan una gran remodelacion tisular con la
administracion de E; (Soldati et al. 2010). Los experimentos en los cuales también se
observa un aumento de la eficacia terapéutica con la administracion de PEG-DL y E;
fueron claves para demostrar que los efectos observados apuntan a mecanismos
mMas generales que a una interaccion especifica a nivel de vias de sefializacion.

En la tesis doctoral de la Dra. ML. Polo presentada en 2014 (trabajo enviado
para su publicacion) se demostro que el efecto de MFP se inicia tempranamente en
las células tumorales y que la reaccion estromal seria una consecuencia de la
muerte del parénquima tumoral. Podemos especular entonces, que factores
secretados por el epitelio en regresion conducirian a la expansion y al reemplazo del
tejido tumoral por tejido estromal. Se postuld que la progresion de dicho fenémeno
presentaria muchas similitudes con el proceso de cicatrizacién de cierre de heridas,
o wound healing. En la cicatrizacion que se puede iniciar cuando células epiteliales o
endoteliales son dafadas, se liberan mediadores inflamatorios que inician la
cascada de coagulacion que culmina con la formacion de una matriz extracelular
provisional (Wynn 2008). Paralelamente ocurre una liberacién de metaloproteasas

(MMPs) por parte del epitelio y del endotelio dafiado que degrada la matriz
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extracelular, permitiendo el acceso de las células del sistema inmune a la zona de la
herida. Se ha demostrado que en este modelo experimental durante la regresion
tumoral aumenta la expresién y actividad de MMP-2 y 9 (Simian et al. 2006), asi
como también se ha observado en un array molecular realizado recientemente en el
marco de la tesis doctoral de la Dra. Polo, un aumento de expresion de las MMP-8,
11y 14.

Utilizando marcadores endoteliales encontramos un incremento en la cantidad
de vasos en los tumores sensibles a antiprogestagenos tratados con MFP. En un
principio este resultado nos parecié contra intuitivo debido a que esperabamos
encontrar una reduccion en el nUmero de vasos asociada la regresion tumoral. Sin
embargo, en base a esto, hipotetizamos que de esta manera podria favorecerse la
acumulacion de quimioterpicos. Este aumento en la vasculatura podia ser debido a
la analogia del proceso de regresion tumoral con el ya mencionado de cicatrizacion
de heridas, donde es necesaria una nueva red de vasos sanguineos para la
concurrencia de distintos tipos celulares que reparan la injuria histolégica. También
podria ocurrir que la marcacion de CD-31 observada correspondiera a esbozos de
vasos sanguineos, por lo cual decidimos evaluar la funcionalidad de estos vasos
tumorales valiéndonos de distintas técnicas. Optamos por usar LT que requiere ser
transportada por el interior de los vasos tifiendo solamente aquellos que son
funcionales (Morikawa et al. 2002). Luego, la comarcacién entre CD-31 que marca
todos los vasos, incluyendo los funcionales y no funcionales, con la tincién de LT,
nos permitié evaluar qué proporcion de los vasos totales eran funcionales (LT/CD-
31). Determinamos que la relacion LT/CD-31 fue mayor en los tumores tratados con
MFP, sugiriendo que los vasos intratumorales probablemente estén interrumpidos o
desconectados del sistema principal de la red vascular del tumor, mientras que los
tumores tratados con MFP presentarian vasos nuevos con una mayor capacidad de
transporte.

Posteriormente para corroborar si es que este tipo de cambios lograba generar
distintos niveles de influjo dentro de los tumores utilizamos GR-GFP. Se eligieron GR
porque nos parecio el tipo celular mas adecuado para esta mediciébn ya que no
presentan movimientos activos a diferencia de los leucocitos, y por lo tanto la mayor
acumulacion en un tumor que en otro, seria consecuencia solo del sistema vascular
propio del tumor. La ventaja de que estuvieran marcados con GFP en forma

enddgena evitaba el uso de técnicas adicionales con anticuerpos marcados. En
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resumen esta técnica nos permitidé corroborar los estudios anteriores vy ratificar que
MFP induce un aumento de vasos funcionales que pueden ser utilizados para
incrementar la acumulacion de una segunda droga.

Existen en la literatura ejemplos de drogas que fueron propuestas como
modificadores del microambiente tumoral y que facilitan el ingreso de otras, como
por ejemplo la hialuronidasa que incrementa el acceso de doxorubicina en
xenotransplantes de ostesarcomas (Eikenes et al. 2005) o el Losartan, que es un
inhibidor del receptor de angiotensina que inhibe la sintesis de colageno tipo | en
tumores desmoplasicos (Diop-Frimpong et al. 2011). El Losartan fue probado con
dosis de PEG-DL de 4 mg/kg que son dosis sub-6ptimas para el tratamiento de este
osteosarcoma y son aproximadamente 4 veces mas elevadas que las dosis usadas
en nuestros ensayos.

Los estudios preliminares utilizando los cultivos tisulares de muestras derivadas
de biopsias humanas de tipo RPA<RPB mostraron que estos tumores no se
inhibieron con MFP y no mostraron una diferencia significativa entre los tratamientos
con monodroga (MFP o DOX) y los tratamientos combinados. De acuerdo a los
resultados obtenidos en los modelos experimentales no esperabamos encontrar
estas diferencias, al menos al incubar con DOX. Teniamos presente que incluso
podriamos encontrarnos con un tumor resistente a las antraciclinas. Y que un efecto
de inhibicion de las bombas MDRs no habria podido tener lugar a las
concentraciones de 10® M a la cual se utiliz6 MFP (D. Gruol et al. 1994). Se tuvo el
cuidado de utilizar s6lo concentraciones de MFP compatibles con un efecto mediado
por receptores hormonales.

Los tumores humanos RPA>RPB no sdlo se inhibieron con el tratamiento con
MFP, lo cual ya lo comprobamos en trabajos previos realizados en el laboratorio,
sino que también se mostraron sensibles al tratamiento con DOX. En estos casos el
tratamiento combinado tampoco super6 al tratamiento con monodrogas en forma
significativa corroborando los resultados obtenidos en el modelo murino y en los
xenoinjertos de T47D-YA.

Creemos que la sensibilidad alternativa a los tratamientos con antraciclinas o
taxanos podrian ser analizados en sistemas in vitro con cultivos tisulares, ya que
depende de caracteristicas definidas por el RP a nivel celular (Moore et al. 2000;
Badtke et al. 2012; Collie-Duguid et al. 2012). Si bien no realizamos todavia los

experimentos con PAX, el escenario con esta droga podria ser diferente ya que
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existen datos en la bibliografia que muestran una accion diferente de PAX en células
aisladas RPA o RPB asociado a una capacidad intrinseca del RPA de unirse a
microtubulos (Badtke et al. 2012).

Las dosis de PEG-DL utilizadas en nuestros estudios oscilan desde los 18
mg/Kg equivalente a una dosis 54 mg/m? en humanos, a los 0.45 mg/kg que es
equivalente a una dosis de 1.85 mg/m? en humanos. Para el tratamiento con PEG-
DL en cancer de mama la dosis de 50 mg/m? es la recomendada y es administrada
mensualmente. En el caso de Nab-paclitaxel las dosis que se utilizaron en nuestras
experiencias estuvieron en el rango entre 60 mg/kg y 15 mg/kg en los ratones lo cual
es equivalente a 180 mg/m? y 45 mg/m? en humanos respectivamente. La maxima
dosis que es posible alcanzar en la clinica con esta formulacién es de 250 mg/m?
(Gradishar et al. 2005), lo cual es equivalente a una dosis de 83 mg/kg en ratones
(Reagan-Shaw et al. 2008). Resulta claro que las dosis utilizadas en los ratones
fueron relativamente bajas y aun asi obtuvimos regresiones completas con la
administracion conjunta de MFP, mostrando la alta sensibilidad de los modelos
utilizados.

La mayor sensibilidad de T47D-YA a la DOX observada en los experimentos in
vivo, se pudo corroborar in vitro. Llamé la atencién la alta sensibilidad de la linea
T47D-WT comparado con las otras modificadas genéticamente. Sin embargo esta
dentro del rango de los datos publicados en bibliografia y son acordes al tiempo de
incubacion con DOX (Nugroho et al. 2013; Aghaee et al. 2013; Rezaei et al. 2011).
Las lineas T47D-YA e -YB se construyeron a partir de un clon de la linea T47D que
era negativo para RP al cual se le transfecté de forma alternativa una u otra de las
isoformas (Sartorius et al. 1994). Por esto, la linea celular T47D WT comparte menos
trasfondo genético que las lineas que expresan una u otra isoforma, que se utilizan
s6lo en pasajes tempranos. Sera interesante utilizar también en experimentos
futuros la linea parental T47D-Y.

Nosotros hipotetizamos que la menor sensibilidad de las células T47D-YB a
DOX puede ser debida a la alta expresion de una proteina denominada SERPINB3
(inhibidor de serin proteasas) que ha sido asociado a una menor respuesta
terapéutica en los pacientes tratados con DOX (Collie-Duguid et al. 2012). En
estudios de secuenciacion de RNA (RNA seq) realizados a partir de biopsias de
pacientes con distinta expresion de isoformas de RP, realizados en una colaboracion

con el laboratorio del Dr. Charles Perou (Universidad de North Carolina) se vio que
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es uno de los genes que se encuentran sobre expresados en los pacientes RPB
(resultados no publicados).

El gran porcentaje de células poliploides encontradas en los tratamientos con
DOX en las células T47D-YB, podria sugerir que se trataria de células con algun
dafio que les impide completar la cariocinesis por efecto de la droga y sin embargo,
encuentran la forma de ingresar en un ciclo celular nuevamente. Hay que tener en
cuenta que las curvas de dosis-respuesta y los niveles de apoptosis (sub-G1) en
T47D-YB no reflejaron tanto efecto de DOX como en las T47D-YA con bajos niveles
poliploidizaciéon. Aunque a nivel histopatolégico los macronucleos podrian ser
considerados como células poliploides con mitosis andmalas que llevarian a la
muerte celular, también existen evidencias sugiriendo que estas células pueden
sobrevivir y adquirir modificaciones que les confieren resistencia al tratamiento
(Badtke et al. 2012; Gascoigne & Taylor 2008; Rowinsky 1990; Panvichian et al.
1998; Sharma et al. 2013; Zucker et al. 1991).

Los experimentos mostrados sugieren que las antraciclinas podrian ser una
mejor opcidn que los taxanos para el tratamiento de los tumores que tienen mayor
expresion de RPA que RPB, mientras que los taxanos serian la mejor opcion para el
tratamiento de los tumores con la proporcion inversa. Estos datos deben ser
corroborados en un ndmero mayor de muestras humanas y los mecanismos
involucrados deben ser estudiados en distintos modelos. Sin embargo, de trabajos
anteriores se sabe que tanto BCL-XL como BCL-2 estan involucrados en la
resistencia a taxanos (Flores et al. 2012) y que RPA y no asi RPB, es capaz de
regular la expresion de BCL-XL en ausencia de ligando induciendo su expresién (J.
Richer et al. 2002). Por esta raz6n hipotetizamos que estas proteinas antiapoptéticas
y en particular BCL-XL, podrian ser claves para justificar esta diferencia de
respuesta. Asimismo, el aumento de expresion de proteinas involucradas en la
regulacion del ensamble de los microtibulos podrian también participar de este
mecanismo (Badtke et al. 2012).

Estas observaciones pueden tener implicancias clinicas importantes si
consideramos que existe la posibilidad que las dosis de Nab-paclitaxel puedan
resultar insuficientes para destruir a las células de los tumores con alta expresion de
RPA. Eso podria dar origen a la seleccion de células con anomalias cromosOmicas y
mayor poliploidia que se podrian seleccionar en forma positiva, dando lugar a

variantes resistentes. Recientemente ha sido informado que PAX incrementa la
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ploidia asi como la amplificacion de HER2 en muestras de cancer de mama (Valent
et al. 2013). Este antecedente podria explicar la presencia de células gigantes con
macro nucleos, que constituyen posibles células poliploides, que se observaron en
tumores C4-HI tratados con PAX que practicamente no se inhibieron con el
tratamiento con el taxano.

El uso de guimioterapia en conjunto con hormonoterapia es controvertido. Se
ha sugerido que el antagonismo podria explicarse en el caso especifico del TX,
porque al reducir la tasa de proliferacion, las células se volverian menos susceptibles
a la accion de los agentes quimioterapicos (DeCensi et al. 2011). Los resultados
mostrados en esta tesis sugieren que las terapias combinadas podrian funcionar en
pacientes seleccionados, en este caso por el su relacion de isoformas de RP.

Es importante destacar el trabajo de Skor y col. donde se muestra que MFP
incrementa la eficacia de PAX en xenotransplantes de tumores triple-negativos (Skor
et al. 2013). En este caso MFP estaria contrarrestando el efecto protector de la
actividad del RG. Por esta razén no podriamos descartar que el RG también pueda
estar involucrado en nuestros experimentos ya que los tumores y células utilizados
en estos experimentos mantienen la expresion de RG. Sin embargo, el hecho de que
las células T47D-YA e -YB sélo difieren en la isoforma de RP que fue introducida
(Sartorius et al. 1994) y que la MFP ejerce efectos opuestos en ambas, sugiere que
el RP es el que tiene el papel preponderante de inducir los efectos observados.

Si bien la MFP tiene un efecto antiglucocorticoide conocido, las dosis que
hemos utilizado in vitro, de 10 nM son las apropiadas para estudiar los efectos sobre
el RP. Sera interesante estudiar el efecto de otros antiprogestdgenos con menor
actividad antiglucocorticoide como el Proellex.

Resumiendo, en este trabajo de tesis mostramos evidencias que apoyarian el
uso de terapias combinadas entre quimioterapicos y antiprogestagenos en pacientes
con carcinomas mamarios con mayor proporcién de isoforma A que de isoforma B
del RP. Estas combinaciones permitirian el uso de dosis mas bajas de
guimioterapicos con menos efectos colaterales. A su vez, los datos sugieren que es
importante confirmar la posible mejor respuesta con una quimioterapia basada en
antraciclinas en los pacientes RPA y con una terapia basada en taxanos en los

pacientes RPB.
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Aportes metodologicos

Para contestar los interrogantes de esta tesis se realizaron dos desarrollos
metodoldgicos que podrian utilizarse mas alla del alcance de esta tesis:

» Para comparar el influjo y la funcionalidad de la red vascular de distintos
tumores se inocularon GR de ratones GFP (fluorescentes) y luego por
citometria se evallo el porcentaje de particulas GFP+ en los distintos

tumores.

» Para evaluar el efecto de hormonas o drogas sobre la proliferacion de células
tumorales humanas se ha puesto a punto la técnica de cultivos tisulares
evaluando la proliferacidn celular por IHQ. La técnica requiere el conocimiento
de un patologo (aporte de la Dra. M.May) pero la eficiencia en la obtencion de
resultados depende del tamafio de la muestra y de la cantidad de células de
la misma. Esta técnica podria utilizarse para realizar un “antibiograma” con

distintos quimioterapicos.

Con respecto al modelo experimental murino utilizado se demostré que

» Los carcinomas mamarios son muy sensibles a quimioterapicos de las

familias de antraciclinas y taxanos.

» Las terapias combinadas de PEG-LD o Nab-paclitaxel y antiprogestagenos
s6lo tienen una mayor eficacia que las monoterapias en los carcinomas

mamarios con mayor expresion de la isoforma A del RP.

» Los carcinomas mamarios con mayor proporcion de RPB que RPA serian

mas sensibles al PAX que los de proporcion opuesta de RP.

» El mecanismo que explica la mayor eficacia de las terapias combinadas
sugiere que la MFP, al inducir remodelacion tisular, provoca un aumento de la
vasculatura que conlleva a un incremento de la concentracion intratumoral de

nanoparticulas acrecentando asi la eficiencia de la quimioterapia.
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» EIl fendmeno observado es reproducido por el E; otro compuesto sin accion
antiprogestacional, avalando las observaciones anteriores que sugieren que
el efecto no estaria relacionado con las propiedades intrinsecas de la MFP,

sino con su capacidad de remodelar el tejido tumoral.

En las lineas celulares humanas se demostr6 que

» Es posible hacer crecer xenotransplantes T47D-YA y T47D-YB en ratones
NSG en los cuales la MFP inhibe (T47D-YA) o no (T47D-YB) el crecimiento

tumoral reproduciendo los resultados observados en el modelo murino.

» El modelo T47D-YA/-YB in vivo es altamente sensible al tratamiento con
antraciclinas o taxanos, siendo la linea-YA mas sensible a la DOX y la —-YB al
PAX.

» Se observé una mayor sensibilidad de las células T47D-YA a la DOX en

comparacion a las -YB en estudios in vitro.

» Se demostr6 en el modelo de xenoinjertos que el tratamiento con MFP
aumento la eficacia de las quimioterapias (PEG-LD o Nab-paclitaxel) sélo en
el tumor derivado de la linea celular con alta expresiéon de RPA, corroborando

los resultados observados en el modelo murino.
En cultivos tisulares de muestras de cancer de mama
» Se observé que las muestras con mayores niveles de RPA que RPB
respondieron a MFP y a DOX sin mostrar diferencias significativas con el

tratamiento combinado, apoyando la hipétesis de la remodelacion tisular.

» En las muestras con mayores niveles de RPB que RPA la MFP no inhibio la

proliferacion celular y la respuesta a DOX fue variable.
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Conclusion general y perspectivas

En este trabajo demostramos la importancia que tiene la determinacién de las
isoformas del RP en cancer de mama. Los resultados reafirman que la respuesta a
MFP esta asociada a un aumento de expresion de RPA sobre RPB, sugiriendo que
los antiprogestagenos podrian ser una opcion terapéutica para un grupo de
pacientes RP+. Los resultados también sugieren que podria haber una ventaja de
antraciclinas sobre taxanos para los tumores con mayores niveles de RPA que RPB
y viceversa, una ventaja de taxanos sobre antraciclinas en los de proporcion
opuesta. Esta hipdtesis sera estudiada en el laboratorio en el marco de mi beca
postdoctoral.

Por otro lado, demostramos que los tumores con mayor expresion de RPA que
RPB podrian ser tratados con MFP y nanoquimioterapicos de forma conjunta para
obtener mayores beneficios. En este tipo de tumores la MFP genera una
remodelacion tisular con aumento de la vasculatura permitiendo la concentracion y
acumulacion de las nanoparticulas a mayores niveles dentro del tumor. De este
modo se lograria un mejor efecto terapéutico. Por otro lado, también se podria optar
por utilizar menores concentraciones de droga reduciendo los efectos colaterales.
Hemos observado que en este caso es la MFP la que induce estos efectos tisulares,
seria util evaluar en otros tumores insensibles a MFP que tipo de drogas son
capaces de inducir este remodelacion tisular para la posterior administraciéon de un

guimioterapico.
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CULTIVO CELULAR: MEDIOS Y SOLUCIONES

MEDIO DE CULTIVO

Se prepard segun las instrucciones del fabricante con agua bidestilada y se

esterilizé por filtracion.

DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium:

Ham'’s F12, 1:1) (Sigma Aldrich) sin rojofenol...............c.ooioiiint. 15,6 g/l
Bicarbonato de sodio (SigmaAldrich)..............oooiiiii 1,2 g/l
Sulfato de gentamicina (Calbiochem) ........ccccccccciiiiiiiiciiiiiiineene.. 50 mgll

SUERO FETAL BOVINO (SFB) DECOMPLEMENTADO
SFB (Natocor) calentado en bafio térmico a 56°C durante treinta minutos.
MEDIO DE LAVADO

El medio con el que se realizaron las decantaciones para separar las células
tumorales epiteliales de los fibroblastos se prepar6 en base a la siguiente

proporcion:

98% DMEM/F12

2% SFB decomplementado
SFB CHARCOLIZADO

Se incubd el SFB decomplementado con carbén activado (5%; Mallinckrodt)
durante 1 hora a 4°C con agitacién permanente. Luego de la adsorcion, el suero
se centrifugd dos veces a 12000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se
volvid a incubar con 5% de carbon activado pero esta vez durante toda la noche
y, finalmente, el suero se centrifugd 6 o 7 veces hasta eliminar completamente

el carbon y se esterilizd por filtracion.
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MEDIO DE CULTIVO PARA CELULAS EPITELIALES El medio de cultivo en el
gue se crecieron las células epiteliales se preparé en base a la siguiente

proporcion:

90% DMEM/F12

10% SFB decomplementado
SOLUCION ENZIMATICA

La solucién utilizada para disgregar enzimaticamente los tumores, en el
procedimiento de cultivo primario se preparé disolviendo en PBS 1X, los

siguientes componentes:

Tripsina (GIDCO, 1:250).......cueiiii e 0,25% pl/v
Colagenasa Tipo Il (GIDCO).......cccuuiiiiiiiiiiie 0,25% p/v
Albumina sérica bovina (Sigma Aldrich)............c.ccoiiiiii 0,5% plv

INMUNOHISTOQUIMICA/INMUNOFLUORESCENCIA

PBS 10X

El buffer utilizado en el protocolo de inmunohistoquimica (para la solucién de
trabajo se diluyé 1:10) se preparé de la siguiente manera, utilizando agua
bidestilada:

NaZHPO4.12H20 (ANEAIA).....cccciiiiuiiiiieiiie ettt 30,06 g/l
NaH2PO4.H20 (ANEAIA)  ..euiniieiie e 2,56 g/l
NaCI (GIDCO). .. e 87,6 g/l

SOLUCION PARA FIJAR TUMORES PARA IHQ

La solucion se prepar6 en el momento disolviendo Formaldehido (Merck) al 10%
en PBS 1X.
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IODURO DE PROPIDIO (SOLUCION MADRE)

El colorante utilizado para tefiir los nucleos celulares durante el procedimiento
de inmunofluorescencia se realizé diluyendo 1 mg de IP (Sigma Aldrich) en 1 ml

de agua destilada.
SOLUCION DE BLOQUEO

La solucion utilizada durante el bloqueo de las inmunofluorescencias o las
inmunohistoquimicas se prepar6 realizando una solucion de SFB al 10% en
PBS 1X.

WESTERN BLOT

BUFFER DE EXTRACION DEEXTRACTOS PROTEICOS

Buffer RIPA:

N P-4 0. . e 1%
EDTA (Sigma AldriCh). ... 1 mM
SDS (Sigma AldriCh) ... —————— 0,1%
LIS (O o) o I PP 50 mM
N ..o e 150 mM
Deoxicolato de SO0 ......c.viiieiii i 0,5%
Buffer A

LYo OO P PP TP PP PPTPPPPPPP 100 ml
Tris 20MmM PHT7 .4 ... e 0,27 g
ED T A 1 D MM 55,8 mg

NAZIMOO 4. e e 0,491 0
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(C][1oT=T o I K0 PP PPRTPRRI 10 ml
Buffer A nuclear

BUI eI A e DT
CINa 0,4 M. .o enenn.0.116

Sacarosa

INHIBIDORES DE PROTEASAS

Los inhibidores de proteasas utilizados en la preparacion de los extractos

proteicos totales tumorales fueron:

PMSF (Sigma Aldrich. ... 0.5 mM
ZPCK (SIgma AldriCh)....e e 0,025 mM
TLC (Sigma AldriCh).......coiriii e 0, 025 mM

TPCK (Sigma Adrich) ... 0,025 MM
TAME (Sigma AlArCh). ....coenie e 0, 025 mM
METODO DE LOWRY

Curva standard de albumina (Sigma Aldrich) con valores en un rango desde O-
80 ug (por duplicado).

Scl: CuSO4 1%, tartrato de NazK 1% en buffer Na2CO3 2% NaOH 0,1N Se
diluyen 3ul (muestra de tumor) o 5ul (muestra de cultivo celular) en 100 ul de
agua destilada (por duplicado), y se le agregan 0,9 ml de Scl. Se agitan las
muestras en un vortex y luego de 10 min se agregan 100 ul del reactivo de Folin

(Folin-Ciocalteu) diluido 1:2. Se esperan 30 minutos y se mide la absorbancia a
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750 nm en un lector de ELISA. A partir de la curva de calibracion obtenida se

averigua la concentracion proteica de las muestras incognitas.
TBS 10X

Para la técnica de western blot se prepara disolviendo las sales en 1L de agua
destilada (Llevar a pH 7,2 con HCI).

N e ————— 87,66 g
TS ettt e 24,22 g
TBST 0,1%

Para preparar TBST 0,1% se disuelve 1 ml de Tween 20, en 1L de TBS 1X.

ACRILAMIDA 30%

Se filtra y se conserva a 4° C protegida de la luz.

Acrilamida (GIDCO).......ccoviiii 2. 29 0

Bisacrilamida (GibCO)..........ccoiiiii e 1 O

Agua destilada C.S.p....ccoviiiiiii e 100 M

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8. (Llevar a pH con HCI)

Agua destilada C.S.p...oviviiiiii e, D00 M

Tris-HCI 1,0 M pH 6,8. (LIevar a pH con HCI)

I 17 60,57g

Agua destilada C.S.P....coveeeeeieeeii e e D00 M
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SDS 10%

SDS (GIDCO). e eereee e eeee oo eeereeeeeeereeereesee e 10

Agua destilada C.S.p....cviiiiii . 1001

PERSULFATO 10% (APS)

APS (GIDCO). e e 1 O

Agua destilada C.8.P ..o —— 10 mi

BUFFER DE SIEMBRA (LOADING BUFFER) 4X

El buffer utilizado para craquear y sembrar las muestras en el gel se prepar6 de

la siguiente manera:

b-mercaptoetanol........ ..o 15 % VIV

GlICBIOL . e, 60 %

Tris 0,18 MPHB,8 ..o 0,18 M

Azul de Bromofenol ... 220,006 % plv

MARCADORES DE PESO MOLECULAR

Rainbow prestained molecular weight markers (Amersham).

BUFFER DE CORRIDA 10X

Para transferir la corrida electroforética se utiliz6 una diluciéon 1:10 en agua

destilada de la siguiente preparacion:

Gl CINA . e ——————— 144 g/l
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BUFFER DE TRANSFERENCIA

Para transferir las proteinas a las membranas de nitrocelulosa se utilizé la

siguiente preparacion, en 1L de agua destilada:

Buffer de corrida 10X ..o 2. 000 M
MeEtanOol. ... ..o 200 ml
MEMBRANA DE NITROCELULOSA

Hybond C (0,45 um; Amersham).

SOLUCION DE BLOQUEO

Para bloguear las membranas de nitrocelulosa se utilizd, segun lo indicaran los

distintos anticuerpos utilizados:

Leche descremada en polvo al 5% en PBS 1X/tween 0.1%
BSA (Sigma Aldrich) al 5% en TBS 1X/tween 0,1%
SOLUCION DE REVELADO

Se mezclan las soluciones A 'y B y se coloca la resultante sobre la/s
membrana/s de nitrocelulosa durante 2 min aproximadamente antes de exponer

las peliculas fotograficas.

A) 4,6 ml agua destilada + 333ul Tris pH 8.8 + 50 ul luminol (Sigma) + 22ul acido
cumarico (Sigma Aldrich).

B) 4,6 ml agua destilada + 333ul Tris pH 8.8 + 3.2 ul H202 (Merck).
Luminol: 22 mg de luminol en 500 JI de DMSO.

Cumarico: 7,5 mg de acido cumarico en 500ul de DMSO.
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