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DESARROLLO DE UNA INMUNOTERAPIA CONTRA EL CANCER DE MAMA
MEDIANTE EL BLOQUEO DE STAT3 (PROTEINA TRANSDUCTORA DE LA
SENAL Y ACTIVADORA DE LA TRANSCRIPCION 3)

La proteina transductora y activadora de la transcripcion 3 (STAT3) es un nodo
de sefalizacién para multiples vias oncogénicas y se encuentra frecuentemente
activada en diversos tipos de cdnceres, incluyendo el de mama. Las evidencias
experimentales y clinicas vinculan a los progestagenos con la carcinogénesis mamaria.
Por ello, estudiamos la participacién de los progestagenos en la activacion de STAT3.

En esta Tesis demostramos que los progestagenos inducen la fosforilacion de
STAT3 en el residuo serina 727 por medio de la activacion de la via c-Src/p42/p4a
MAPK y que ésta fosforilacion es necesaria para su completa activacién transcripcional
y para promover la proliferacién tumoral mediada por progestdgenos. Por otro lado,
considerando que la inhibiciéon de STAT3 en células tumorales induce la expresién de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, desarrollamos una inmunoterapia basada
en la utilizacién de células de cancer de mama que tienen inhibida la activacion de
STAT3 como inmunégeno. La administracién de estas células en ratones indujo una
respuesta anti-tumoral mediada por células T CD4" y células NK citotdxicas que inhibid
el crecimiento del tumor primario y la de sus metastasis. Ademas, la inhibicién de la
activacion de STAT3 indujo un programa de senescencia celular, contribuyendo
probablemente con su fenotipo inmunogénico. Los resultados expuestos demuestran
el papel critico de STAT3 en la tumorigénesis mamaria inducida por progestagenos y
proporcionan las primeras evidencias preclinicas que la inhibicién de STAT3 en células

de cancer de mama resulta en inmunoterapia eficaz contra el crecimiento tumoral.
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IMMUNOTHERAPY AGAINST BREAST CANCER TARGETING STAT3 (SIGNAL
TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF TRANSCRIPTION 3)

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is a signaling node of
multiple oncogenic pathways and is therefore frequently activated in breast cancer. As
experimental and clinical evidence reveals that progestins are key players in controlling
mammary gland tumorigenesis, we studied STAT3 participation in this event.

In this Thesis we demonstrate that progestins induce STAT3 phosphorylation at
Ser727 residue which occurs via activation of c-Src/p42/p44 mitogen-activated protein
kinase pathways and that this phosphorylation is required for full transcriptional
activation and for progestin-dependent tumor growth. Moreover, considering that
STAT3 inhibition in tumor cells induces the expression of pro-inflammatory cytokines
and chemokines, we proposed to apply Stat3-inhibited breast cancer cells as a source
of immunogens to induce an antitumor immune response. Immunization with these
cells inhibited wild-type tumor growth and metastasis in vivo in BALB/c mice through
the activation of cellular immune responses involving CD4" T cells and cytotoxic NK
cells. Furthermore, inhibition of STAT3 activation induced a cellular senescence
program, which probably contributes to the inmunogenic phenotype. The results
presented here demonstrate the critical role of STAT3 in progestin-dependent
mammary tumorigenesis and provide preclinical proof of concept that ablating STAT3
signaling in breast cancer cells results in an effective immunotherapy against breast

cancer growth and metastasis.

Key words: STAT3, progesterone receptor, immunotherapy, breast cancer,

senescence.
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INTRODUCCION GENERAL

1. CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es una enfermedad con una altisima incidencia, siendo el tipo de
cancer mas frecuente en la mujer en el mundo entero y la segunda causa de muerte por cancer,
luego del cancer de pulmén. De acuerdo con los datos oficiales, en Argentina se estima que
18.712 mujeres son diagnosticadas con cancer de mama por afo. El Ministerio de Salud de la
Nacidn, reporté que la mortalidad anual por cancer de mama en Argentina asciende a 18,31
casos por cada 100.000 mujeres, significando esto alrededor de 5.417 muertes por afio por esta

enfermedad (Instituto Nacional del Cancer http://www.msal.gov.ar/inc/equipos analisis.asp).

Por su parte, el National Cancer Institute (NCI) estima que a una de cada ocho mujeres que viva
hasta los 85 afios se le diagnosticara cancer de mama durante su vida. La mortalidad por cancer
de mama ha disminuido en los ultimos afios en los paises desarrollados gracias al diagndstico
precoz, a los mejores esquemas de tratamiento disponibles y la reciente reducciéon de la
incidencia. Sin embargo, en los paises subdesarrollados o en vias de desarrollo esta tendencia
se ha revertido: el escaso acceso a planes de cobertura médica, a tratamientos personalizados
de avanzada y mejores herramientas de diagnéstico, asi como también la co-existencia de
infecciones en situaciones de pobreza, impiden que los ultimos avances se traduzcan en una
mejora del tratamiento de la enfermedad.

El diagndstico del cancer de mama se lleva a cabo por estudios histopatolédgicos que
incluyen la determinacién de los receptores de estréogenos y progesterona y la sobreexpresién
del receptor tirosina quinasa ErbB2 en la membrana de las células tumorales realizados en la
biopsia del tumor del paciente. También los canceres se clasifican en estadios clinicos de | a IV
teniendo en cuenta el tamafio tumoral, compromiso ganglional y metdstasis a distancia (NClI,

http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/breast/healthprofessional/page3). Es asi que la

sobrevida a cinco afos es del 83,8/ cuando se detectan metastasis ganglionares al diagndstico

y solo del 22,3/ cuando las metastasis son a distancia (Maxmen 2012). A partir del diagndstico


http://www.msal.gov.ar/inc/equipos_analisis.asp
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/
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histopatoldgico y el estadio clinico, se siguen distintos tratamientos como tumorectomia,
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o terapias dirigidas contra blancos especificos,
como es el caso del uso del anticuerpo monoclonal trastuzumab (Herceptin®) contra el ErbB2,
miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico. Sin embargo, el
fracaso de las terapias se refleja por la recurrencia de la enfermedad que es del 30/ en estadios
I-1l, y alcanza al 70/ en estadio lll. Por ello, es importante conocer los mecanismos que
promueven la proliferacién tumoral e investigar terapias innovadoras para poder ofrecer

alternativas terapéuticas a los pacientes afectados con este mal.

2. CANCER DE MAMA Y PROGESTAGENOS

Segun datos epidemioldgicos la incidencia del cdncer de mama no sélo aumenta con la
edad sino que la mayor tasa de incremento ocurre durante los afios reproductivos (Bernstein,
et al. 2002; Pike & Spicer, 2000) observandose un marcado pico de incidencia en la etapa de la
premenopausia. Este aumento en la incidencia estaria causado por los efectos acumulativos
provocados por la proliferacidon que inducen los esteroides sexuales ovaricos sobre el epitelio
mamario (Henderson & Feigelson 2000). Con cada sucesivo ciclo menstrual, la proliferacién de
las células del epitelio mamario, dirigida por los esteroides sexuales, puede resultar en la
adquisicidon progresiva de mutaciones somaticas en el linaje celular, lo cual conduciria a la
transformacién y progresidn neoplasica. Esta hipdtesis estd avalada por la observacién de que
una menarca tardia (Apter et al., 1989; Apter & Vihko 1983) o una menopausia temprana (Pike
& Ross 2000; Trichopoulos et al., 1972) se correlacionan con una reduccién del riesgo de cancer
de mama. En ambas situaciones, se minimiza la exposicion del epitelio mamario a los esteroides
sexuales a lo largo de la vida. De los esteroides ovaricos, los estrogenos fueron considerados
tradicionalmente los principales esteroides sexuales involucrados en la proliferacién del epitelio
mamario y por extension en la progresion de dicho linaje al fenotipo neoplasico (Bernstein &
Ross 1993; Henderson & Feigelson 2000). Basandose en el efecto antiproliferativo que la
progesterona tiene en el endometrio, en contraposicion a los estrégenos, se asumié que la

progesterona ejerceria similares efectos inhibitorios en el epitelio mamario y, por lo tanto, no
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contribuiria significativamente a la iniciacién o progresion tumoral (Lydon, et al., 2000). No
obstante, con estos indicios ha sido dificil explicar por qué el indice proliferativo del epitelio
mamario era mas alto durante la fase luteal del ciclo menstrual dominada por la progesterona
(King, et al, 1993), por qué la inclusion de progestagenos en los protocolos de terapia de
reemplazo hormonal (HRT por sus siglas en inglés, Hormone Replacement Therapy) incrementd
la densidad de las células epiteliales mamarias con respecto a la administracion de estrégenos
solos (Haslam, et al., 2002; Hofseth et al., 1999), por qué los progestagenos combinados en
anticonceptivos orales podian prevenir el cancer de ovario y endometrio pero no el de mama
(Pike & Spicer 2000), o por qué un gran numero de ensayos clinicos mostraron un leve pero
significativo aumento en el riesgo de cancer de mama cuando el progestageno sintético acetato
de medroxiprogesterona (MPA) fue incluido en los regimenes de HRT (Chlebowski, et al., 2003;
Magnusson et al., 1999). En particular, el ensayo Women’s Health Initiative Randomized Trial,
cuyo objetivo fue determinar la relacién entre el uso de estrégenos y progesterona y el cancer
de mama en mas de 16.000 mujeres postmenopausicas en Estados Unidos, debié ser detenido
antes de la finalizacion del protocolo previsto. Esta determinacién se tomé debido a que las
estadisticas para cdncer de mama invasivo, excedieron los limites permitidos para este efecto
adverso (Chlebowski et al. 2003). Finalmente, los resultados del estudio clinico The Million
Women Study, que investigaba la relacidn entre distintos patrones de uso de HRTs e incidencia
de cancer de mama y mortalidad en mas de un millén de mujeres inglesas, permitid interpretar
efectivamente que las HRTs que incluian progestdgenos estan asociadas a un aumento en el
riesgo de cancer de mama respecto a las que incluyen sdélo estrégenos (Beral 2003).

Los efectos de la progesterona en la glandula mamaria son controversiales debido a la
complejidad estructural y funcional de este érgano. Dependiendo del modelo experimental, del
contexto celular y de la duracién del tratamiento, la progesterona puede ejercer efectos
proliferativos o antiproliferativos en el crecimiento del epitelio mamario. Se ha hipotetizado
gue, luego de una ronda de proliferacion, el pulso inicial de progesterona actia como un factor
iniciador para las acciones de factores secundarios involucrados en vias proliferativas, de

diferenciacion o apoptéticas. Entonces, serian los multiples factores secundarios que regulan el
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crecimiento y desarrollo de un tumor de mama, en combinacién con la progesterona, los que
contribuyen con esta variedad de efectos (Lange, et al 1999).

El concepto primitivo que consideraba a los estrégenos inductores y a la progesterona
protectora en el carcinoma mamario se encuentra actualmente y, a la luz de las explicaciones
antes citadas, en proceso de revision. Los riesgos y beneficios asociados con la progesterona y
los progestagenos sintéticos requieren una mejor comprensiéon de su funcién en la biologia de
células de mama normales y en la desregulacién que ocurre en los tumores malignos de mama.

Muchos trabajos, incluyendo los de nuestro laboratorio, demostraron que existe una
interaccion entre las hormonas esteroideas y las vias de sefializacién de los factores de
crecimiento, las cuales en un principio, se describian como procesos independientes (Béguelin
et al. 2010b; Carnevale et al. 2007; Labriola et al. 2003; Lange et al., 2000; Proietti et al. 2009;
Real et al. 2002).

De hecho, los pacientes que tienen tumores que expresan receptores de estrégenos y
progesterona, son beneficiados con la terapia antihormonal. Sin embargo algunos tumores
igual progresan adquiriendo caracteristicas de hormono-resistencia. Esto es probable que
suceda debido a que los factores de crecimiento toman el control del crecimiento tumoral, no
s6lo porque son capaces de activar vias de sefializacion mitogénicas sino también porque
pueden transactivar a los receptores esteroideos. En este sentido, la familia de proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de las transcripcion (STATs) estd involucrada en la
interaccidon entre hormonas esteroideas y factores de crecimiento (De Miguel, et al. 2003;
Stoecklin, et al. 1999; Zhang, Jones, Hagood, Fuentes, & Fuller, 1997). Esta interaccién es
bidireccional y STAT3 constituye un nodo de convergencia entre la sefializacion de los factores
de crecimiento y hormonas esteroideas (De Miguel et al. 2003; Stoecklin et al. 1999; Zhang et

al. 1997).

3. PROTEINAS TRANSDUCTORAS DE SENALES Y ACTIVADORAS DE LA TRANSCRIPCION
(STATS)
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3.1. Miembros de la familia

Las proteinas STATs se identificaron originalmente como factores de transcripcion
criticos en la mediacion de la sefalizacién por citoquinas. Se han identificado 7 genes
codificantes para STATs en mamiferos: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6
(Bromberg & Darnell 2000). Ademas, reacciones de splicing alternativo o de protedlisis,
generan formas adicionales de STAT1 (STATla o p91 y STAT1B o p84) y STAT3 (STAT3a vy
STAT3B). Las proteinas resultantes contienen entre 750 y 850 aminoacidos y la estructura de

sus 6 dominios es altamente homdloga y conservada (Figura 1).

N-term coiled-coil Union al ADN SH2 Transactivacion
pY pS
sTaTt N [l ] [ | [ _lc
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Figura 1. Representaci n esquem tica de los dominios estructurales de los miembros de la familia de prote nas
STATs. El dominio amino (N) terminal esta involucrado en las interacciones proteina-proteina. El dominio de unién
al ADN hace contacto directo con sitios consenso TT(N4-6)AA en los promotores de los genes regulados. La
interaccién entre el dominio SH2 de un mondmero y el residuo fosfotirosina (pY) de otro media la formacién del
dimero activo. El dominio de transactivacién esta involucrado en la activacién transcripcional de los genes blanco a
través de interacciones con correguladores. El dominio carboxi terminal contiene un sitio de fosforilacidén en serina

que estimula la activacidn transcripcional en algunos miembros de la familia. Tomado de Yu y Jove 2004.
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3.2. Mecanismos de acci n de las prote nas STATs

Las STATs funcionan como moléculas sefalizadoras en el citoplasma y como factores de
transcripcidn luego de su translocacion al nucleo (Bromberg & Darnell 2000; Yu & Jove 2004).
La unidén de factores de crecimiento (Olayioye et al. 1999; Ren & Schaefer 2002; Silvennoinen et
al. 1993) o de citoquinas a sus receptores resulta en la activaciéon de la actividad tirosina
guinasa intrinseca del receptor o de las quinasas intracelulares asociadas al receptor, como
quinasas de la familia de Janus (Jaks) o de Src (Darnell, et al. 1994; Taga & Kishimoto 1997).
Estas quinasas fosforilan las colas citoplasmaticas de los receptores en residuos tirosina
especificos, que proveen sitios de anclaje para el reclutamiento de mondmeros de STATs por
sus dominios SH2. Las STATSs reclutadas son fosforiladas en residuos tirosina especificos en el
dominio carboxi-terminal y forman homo o heterodimeros activos por interaccidn reciproca a
través del residuo fosfotirosina y del dominio SH2, que deben ser mutuamente compatibles. Las
STATs fosforiladas dimerizan y translocan al nucleo, donde a través de su dominio de unién al
ADN, reconocen su secuencia especifica en el ADN y regulan la transcripcion génica (Figura 2).
Debido a que las STATs pueden conservar la habilidad de unirse a la misma secuencia altamente
conservada, hay una notable superposicién en el sitio de reconocimiento en el ADN entre

STAT1, STAT3 y STATS (Decker & Kovarik 2000).
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Figura 2.V as de se alizaci n que convergen en la activaci n de las STATs. La unidon de factores de crecimiento o
de citoquinas a sus receptores resulta en la activacion de la actividad tirosina quinasa del receptor o de las
quinasas JAKs o SRC, que fosforila a las STATs. Una vez fosforiladas, las STATs dimerizan, translocan al nucleo
donde se unen al ADN activando la transcripcion génica. Dependiendo del contexto celular y de las condiciones de
crecimiento de las células, la activacion de las STATs puede producir proliferacion, diferenciacién o apoptosis. En
células normales, la sefializacion de STATs se encuentra regulada por diversas moléculas inhibitorias, incluyendo a
la proteina supresora de la sefializacion de citoquinas (SOCS), a la proteina inhibidora de STATs activadas (PIAS) y

proteinas con actividad tirosina fosfatasa (PTPases). (Adaptado de Yu, Kortylewski, & Pardoll, 2007).

El patrdn de activacion de las STATs suele ser especifico del ligando y del tipo celular. En
las células normales, y bajo condiciones fisioldgicas, la activacidon de las proteinas STATs es
rapida y transitoria, ya que su activacion se encuentra finamente regulada por varias familias de
proteinas como SOCS (proteina supresora de la sefializacion de citoquinas) y PIAS (proteina
inhibidora de STATSs activadas) (Shuai 2000). Dado que la actividad de las STATs estd regulada

por varias modificaciones post-traduccionales y por interacciones proteina-proteina, estos
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factores de transcripcidén son capaces de integrar sefales de multiples redes de sefializacion.
Debido a la gran variedad de ligandos y factores de crecimiento capaces de activarlas, las STATs
estdn involucradas en un gran espectro de eventos celulares incluyendo diferenciacién,

proliferacidn, apoptosis, angiogénesis y respuesta inmune (Ren & Schaefer 2002; Silva 2004).

3.3. STAT3 como regulador de la transformaci n celular

STAT3 regula una serie de vias importantes en la tumorigénesis. Se han encontrado
sitios de unién de STAT3 en los promotores de genes cuyos productos estan involucrados en la
progresion del ciclo celular y la apoptosis (c-fos, c-Myc, ciclina D1) (Bromberg et al., 1999; Leslie
et al., 2006) y en la angiogénesis tumoral (factor de crecimiento del endotelio vascular, VEGF)
(Niu et al. 2002). Se probd ademas que STAT3 participa en los procesos de invasion y metdstasis
(Yu & Jove 2004). Los mecanismos a través de los cuales las STATs promueven eventos pro-
tumorigénicos constituyen un area de activa investigacion. La fosforilacion de las STATs esta
finamente regulada y la perturbacién del delicado balance de las STATs activas en las células
podria predisponer a la malignizacion mediante la desregulacion de la apoptosis o la
proliferacién.

Se ha encontrado activacidon constitutiva y persistente de STAT3 en una gran variedad
de tumores humanos, entre ellos de mama, y en lineas celulares establecidas a partir de
tumores humanos (Bowman & Jove 1999). En particular, STAT3 estd constitutivamente activa
en el 69/ de canceres de mama (Dolled-filhart, et al. 2003), en el 82/ de canceres de prdstata
(Mora et al. 2002), en el 82/ al 100/ de carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et al., 2002) y
en el 71/ de carcinomas nasofaringeos (Hsiao et al. 2003). Ademas, se ha demostrado que
STAT3 es requerida para la transformacion de los fibroblastos NIH 3T3 por una serie de
oncogenes, como v-src (Bromberg, et al. 1998), y para la proliferacién tumoral. De hecho, una
forma mutante constitutivamente activa de STAT3, STAT3-C, (que dimeriza espontdaneamente
por puentes cisteina-cisteina en vez de por interacciones fosfotirosina-SH2) es suficiente para

inducir la formacidon tumoral en ratones nude cuando se inoculan células transfectadas con
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STAT3-C (Bromberg et al., 1999). Tales hallazgos reafirman la concepcidon de STAT3 como un
mediador en el proceso de transformacién maligna.

Los efectos de STAT3 activo son muy diferentes segln el tipo celular. En particular,
STAT3 puede ser una sefial de muerte para las células epiteliales secretoras de la mama normal
(Watson 2001) en comparacion con los efectos opuestos de STAT3 en carcinomas mamarios.
Una de las razones de estos efectos paraddjicos puede deberse a que, mientras que la
activacion de las STATs es un proceso transiente en células normales, la sobreexpresidon o
activacion persistente de tirosina quinasas en cancer puede provocar la activacién constitutiva
de las STATs. De hecho, hasta ahora, no se han reportado mutaciones naturales de STAT3 que
resulten en su activacion persistente. Por lo cual, es probable que la generalizada activacion de
STAT3 en lineas celulares de cancer y en tejidos sea debido a un mal funcionamiento de los
eventos de sefalizacién rio arriba de STAT3. Se sabe que son numerosos los receptores con
actividad tirosina quinasa intrinseca que pueden activar a STAT3, como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y el ErbB2, el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR) el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, (PDGFR) y el receptor de
VEGF (VEGFR). En las células tumorales, muchos de estos receptores se encuentran
constitutivamente activados, ya sea por el resultado de mutaciones que afectan su estructura,
o debido a su sobreexpresién o ya sea por la continua activacidon por ligandos autdcrinos o
paracrinos, dando como resultado una continua sefializacién de activacién de STAT3. Esto
produce cambios permanentes en la expresion de genes que controlan procesos bioldgicos

fundamentales, y lleva a cambios en el fenotipo celular (Yu & Jove 2004).

4. STAT3 y CANCER DE MAMA

Como mencionamos, STAT3 se encuentra activo en mas del 50/ de los tumores
primarios de mama, en sus cultivos primarios y en varias lineas celulares derivadas de tumores
mamarios como MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MDA-MB-435 (Bromberg, 2002; Cotarla et al.,
2004; Dechow et al., 2004; Dolled-filhart et al., 2003; Leslie et al., 2006; Vultur et al., 2004).
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La evidencia que indica que STAT3 participa en el desarrollo de la tumorigénesis
mamaria proviene de ensayos en donde muestran que la expresion de la forma
constitutivamente activa de STAT3 (STAT3C) en células epiteliales mamarias humanas
inmortalizadas y en células MCF-10 produjo su transformacién (Dechow et al. 2004). Por otro
lado, el tratamiento de células de cdncer de mama humano in vitro e in vivo, con el inhibidor
farmacoldgico S31-201 que inhibe la dimerizacion de STAT3, su unién al ADN y su actividad
transcripcional, inhibe la expresidn de ciertos genes regulados por STAT3, como ciclina D1, Bcl-
XL, y survivina conduciendo a una inhibicion de su crecimiento (Siddiquee et al. 2007).
Interesantemente, estos genes blanco de STAT3 estdn implicados en la progresiéon del cancer de
mama o en su prondstico (Bromberg, 2000). Otro trabajo que pone de manifiesto la relevancia
de STAT3 en cancer de mama fue realizado en células tumorales mamarias 4T1. En estas
células, el bloqueo de la expresidon de STAT3 por ARN corto de interferencia (shRNA) suprimié la
tumorigenicidad de las mismas y la formacién de metastasis en los pulmones de ratones
inmunocompetentes (Ling & Arlinghaus 2005). Ademas, varios trabajos postulan que la
disminucion de los niveles de STAT3 activo aumenta la muerte por apoptosis en células en
cultivo y disminuye la tumorigénesis, el crecimiento tumoral y la angiogénesis en modelos
tumorales que utilizan xenoingertos (Alvarez et al. 2005; Diaz et al. 2006; Kotha et al. 2006;
Leslie et al. 2006; Ling & Arlinghaus 2005). Finalmente, estudios clinicos demostraron que
aquellos pacientes con cancer de mama en estadio temprano tipo Il, que presentaban niveles
elevados de pSTAT3, respondian de manera incompleta a la quimioterapia, revelando que la
activacion de STAT3 puede conducir a la resistencia a la terapia (Diaz et al. 2006).

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, en esta Tesis nos focalizamos en STAT3
como blanco molecular en cancer de mama. Para ello, estudiamos las vias de transduccion de
sefiales moduladas por progestdgenos para fosforilar STAT3 en el residuo tirosina 727 y su
relevancia bioldgica. Luego, disefiamos una inmunoterapia basada en la administracién de
células tumorales que tienen bloqueada la activacién de STAT3 a partir de la cual: i) describimos
la induccién de senescencia en las células tumorales ii) logramos efectos antitumorales
profilacticos y terapéuticos que podran ofrecer una alternativa terapéutica a pacientes con

cancer de mama.
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MATERIALES Y METODOS

1. METODOLOGIA GENERAL

Animales
Los experimentos se realizaron en hembras virgenes de la cepa BALB/c de dos meses de

edad criadas en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME). Las
hembras provenian de reproductores sanos y fueron criadas en un ambiente controlado y de
entrada restringida, con agua y comida ad libitum, con doce horas de luz y doce de oscuridad.
Los ratones nude de la cepa NIH (S), hembras de 2 meses de edad, fueron provistas por el
bioterio de la Facultad de Veterinaria, Universidad de La Plata. Se mantuvieron en el bioterio
del IBYME, en jaulas estériles en racks ventilados con filtros HEPA. Todos los experimentos con
animales fueron realizados de acuerdo con los mas altos estandares de cuidados animales,
como se detalla en la guia del National Institute of Health de los EEUU para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996) y fueron

aprobados por el comité de ética del IBYME.

Tumor C4HD

Se utiliz6 el adenocarcinoma mamario murino C4HD perteneciente al modelo
experimental desarrollado por la Dra. Claudia Lanari (Lanari et al. 1986). Los tumores se
originaron en ratones hembra BALB/c tratados con 40 mg del progestageno sintético acetato de
medroxiprogesterona (MPA) (Medrosterona, Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina)
cada 3 meses durante 1 afio y han sido mantenidos por pasajes singeneicos en ratones tratados
con MPA (Lanari & Molinolo, 1986; Proietti et al., 2005; Salatino et al., 2004). EI MPA se
administra en forma de depdsito (40mg) en el flanco contralateral al inéculo tumoral. El
adenocarcinoma mamario C4HD es de histologia ductal, de crecimiento hormono-dependiente,

requiriendo MPA para proliferar tanto in vivo como in vitro (Molinolo et al. 1987). El tumor
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C4HD expresa receptores de progesterona (RP) y estrégenos (RE), carece de expresion de
receptores de glucocorticoides y de EGFR, sobreexpresa ErbB-2, exhibe altos niveles de ErbB-3 y

baja expresion de ErbB-4 (Balafid et al. 2001; Labriola et al. 2003; Lanari et al., 1986).

Cultivos primarios de c lulas epiteliales C4HD
Para realizar los cultivos primarios, los tumores C4HD se extirparon de los ratones en el

flujo laminar aproximadamente a los 21 dias de haber sido inoculados. Luego se realizé una
disgregacidn mecdnica y enzimatica después (tripsina 0,25/ p/v; colagenasa tipo Il 0,25/ p/v;
SAB 0,5/ p/v), agitando durante 40 min a 37°C y se agregé al final, medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium/F12 sin rojo fenol (DMEM/F12, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 10/ de de suero
fetal bovino (SFB, Gen S.A.,, Buenos Aires, Argentina) decomplementado. El suero se
decomplementa previamente calentdndolo a 56°C durante 30 minutos. Se obtuvo una
suspension compuesta por una poblacidn de estirpe epitelial y otra fibroblastica, que se
separaron segun la técnica de Pandis y col (Pandis et al. 1992) con algunas modificaciones.
Brevemente, esta técnica se basa en que la velocidad de sedimentacion de las células epiteliales
gue forman agregados celulares es mayor que la de los fibroblastos, permitiendo su separacidn
luego de varias decantaciones diferenciales. Para comenzar la purificacién, las células obtenidas
luego de la disgregacién se centrifugaron a 400 g durante 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en solucién de lavado (DMEM/F12 + SFB 2 /
v/v), dejando sedimentar durante 20 minutos; el sedimento constituye la fraccion enriquecida
en células epiteliales que se encuentran habitualmente en agregados, el sobrenadante se
descarté luego de cada decantacidn. Este procedimiento se repitidé aproximadamente 10 veces,
hasta que no se detectaron fibroblastos en el sobrenadante. Las células epiteliales fueron
cultivadas en DMEM/F12 + 10/ SFB, durante 48 h para favorecer el pegado de acumulos de
células epiteliales y luego fueron cultivadas en DMEM/F12 + 2,5/ SFB deprivado de esteroides
por tratamiento con carbdn activado (ChSFB) + 10 nM MPA durante otras 48-72 h. Luego de
ello, se realizaron todos los experimentos descriptos. El cultivo de células epiteliales fue de una

pureza mayor al 98/ evidenciado por inmunohistoquimica de citoqueratina.
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Progest geno

El MPA (6a-metil-17o-hidroxi-acetato-progesterona) utilizado en los medios de cultivo
es de Sigma (Sigma, St. Louis, MO). En los tratamientos in vivo se utiliz6 MPA (Medrosterona,
(Medrosterona, Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina) en forma de depdsito (40

mg/ratdn).

L neas celulares
Las células de tumor mamario humano T-47D y MDA-MB 231, de tumor mamario

murino 4T1, de carcinoma de colon de ratén CT-26 y de linfoma de ratédn YAC-1 fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). La linea celular
T-47D-Y, que no expresa RP (Sartorius et al. 1994), fue donada por la Dra. Horwitz (University of
Colorado, Denver, CO, EEUU) y se obtuvo mediante clonacion por dilucidn limite a partir de la
linea T47-D (Keydar et al. 1979). La linea celular T-47D-Y-PR-B es el resultado de la transfeccién
estable de las células T47-D-Y con la isoforma B del RP (Sartorius, et al. 1994), y fue también
donada por la Dra. Horwitz. La linea T47-D-Y-RP-BmPro, donada por la Dra. C. Lange (University
of Minnesota Cancer Center, Minneapolis, MN, EEUU) se obtuvo por transfeccién estable de las
células T-47D-Y con una mutante de la isoforma B del RP que tiene las tres prolinas 422, 423 y
427, ubicadas en el dominio rico en prolinas del RP, convertidas a alanina. Este dominio del
receptor fue definido como absolutamente necesario para su interaccion con todos los
dominios SH3, impidiendo por lo tanto la interacciéon con Src y la consecuente activacidn rapida
de cascadas de sefializacién (Boonyaratanakornkit, et al. 2001; Carnevale, Proietti et al. 2007).
La linea celular T-47D-Y y las derivadas de ella fueron cultivadas en las mismas condiciones que
la linea T-47D. Para mantener las lineas T-47D-Y-RP-B y T-47D-Y-RP-BmPro se agregd al medio
de cultivo el antibidtico andlogo de la neomicina, G418 (500 ug/ml, Sigma). Las lineas celulares
de cancer de mama humano T-47-D y MDA-MB-231 fueron mantenidas en medio DMEM/F12 +
10/ SFB. Las células 4T1, CT26 y YAC-1 se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Gibco, BRL,
Gaitherburg, MD, EEUU) + 10/ SFB. En experimentos donde se estimulé con MPA, las células T-
47D se cultivaron en DMEM/F12 sin rojo fenol suplementado con 0,1/ SFBCh.
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Inhibidores farmacol gicos

Se utilizaron los siguientes inhibidores farmacoldgicos: JSI-124 2 uM (Calbiochem, La
Jolla, CA, EEUU) para inhibir la fosforilacion de STAT3; U0126 10 uM (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, EEUU) para bloquear MEK1/2. Los inhibidores de la familia de quinasas Src, 4-
Amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil) pirazolo [3,4-d] pirimidina (PP2, Calbiochem) y Dasatinib 10
UM (LC Laboratories, Woburn, MA, EEUU). Los mismos fueron agregados 30-60 minutos antes
del agregado de MPA en ciertos ensayos. Se realizaron controles para verificar que el
dimetilsulféxido (1:2000), utilizado como vehiculo de los inhibidores farmacoldgicos, no
modificaba la fosforilacion de c-Src, p42/p44 MAPK ni la fosforilacion de STAT3Ser727 inducida
por MPA.

Ensayo de Western blot
Los extractos proteicos totales de células sometidas a las distintas transfecciones y/o

tratamientos descriptos, fueron obtenidos a partir de células lisadas en buffer conteniendo Tris
(pH 7,4) 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 10/ glicerol, 1/ Nonidet P-40, SDS
0,1/, Mg,Cl 1 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 5 pg/ml, aprotinina 5 pg/ml,
Na3VO; 1 mM y NaF 25 mM. Los lisados fueron centrifugados a 12.000 g durante 30 min a 4° C,
y se determind el contenido proteico en el sobrenadante mediante el método de Bradford.
También se obtuvieron extractos proteicos a partir de tumores extirpados de ratones. Para ello,
se homogeneizd un trozo de tumor (aproximadamente 100 mg) con un Ultraturrax en presencia
del buffer de extraccién de proteinas previamente descripto. El homogenato tumoral se
centrifugd a 105000 g a 4°C durante 45 min en una ultracentrifuga. Se descartd el pellet y el
contenido proteico del sobrenadante fue determinado de acuerdo al método de Bradford.

Los extractos proteicos se corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El extracto proteico (25 a 50 pg de proteinas) se diluyd en
buffer de siembra 3X (Tris-HClI 60 mM [pH 6,8], SDS 2/ p/v, glicerol 10/ v/v, 0,7 M 2-
Bmercaptoetanol y azul de bromofenol 0,1% p/v) y se llevé a ebullicion durante 5 min. Las
muestras se corrieron en geles de 7,5-15/ acrilamidabisacrilamida segun el peso molecular de

la proteina a revelar. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,2 um,
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BioRad, Hercules, CA, EEUU) y se bloquearon durante 18 h a 4°C con leche descremada 5/ p/v
o sero albumina bovina (SAB) 5/ o 3/ p/v, segun el caso, en PBS+tween 20 0,1/ v/v. Las
membranas se incubaron con los siguientes anticuerpos diluidos en PBS+tween 20 0,1/ v/v
durante 2 h a temperatura ambiente con agitacidon o bien durante 18h. con SAB5/ o 1/ p/v
con agitacién, segun el anticuerpo:
Stat3 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) 1/15000
Fosfotirosina Stat3 (Y705) monoclonal de ratén (B-7, Santa Cruz Biotechnology) 1/1000
Fosfoserina STAT3 (Ser727) monoclonal de ratéon (4G6, Cell SignalingTechnologies) 1/1000
Ciclina D1 policlonal de conejo (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) 1/2000 para células humanas,
1/50000 para células murinas
Src monoclonal de conejo (36D10, Cell Signaling Technologies) 1/8000
Fosfotirosina Src (Y416) policlonal de conejo (Cell Signaling Technologies) 1/4000
p42/p44 MAPK policlonal de conejo (C-14, Santa Cruz Biotechnology) 1/2000
Fosfo p42/p44 MAPK monoclonal de ratén (E-4, Santa Cruz Biotechnology) 1/3000
RP monoclonal de ratén (Ab-7, Thermo Scientific) 1/700
Actina monoclonal de ratéon (Ab-5, Thermo Scientific) 1/15000
B-tubulina monoclonal de ratén (Sigma) 1/70000
GFP policlonal de conejo (Abcam, Cambridge, MA, EEUU) 1/5000
p16INK4a policlonal de conejo (M-156, Santa Cruz Biotechnology) 1/500
p15INK4b policlonal de conejo (K-18, Santa Cruz Biotechnology), 1/500
FLAG-M2 monoclonal de ratén (Sigma) 1/1000

Luego de 3 lavados de 10 minutos en PBS+tween 20, las membranas se incubaron con
los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (HRP) anti ratén, anti conejo o anti
cabra, todos de Vector Laboratories (Burlingame, CA, EEUU). Las membranas se revelaron
utilizando el reactivo de quimioluminiscencia ECL plus (General Electric, Buckinghamshire,
Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la primera revelada, las
membranas se incubaron 30 minutos a 50°C con soluciéon de stripping (2-Bmercaptoetanol 100
mM, SDS 2/ v/v, Tris-HCI 62,5 mM pH 6,7) en agitacidn para extraer los anticuerpos unidos a la

misma. Luego de dos lavados con PBS+tween, las membranas se bloquearon durante 18 h en
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leche 5/ p/v y se incubaron al dia siguiente con el anticuerpo contra la proteina total
correspondiente.

Andlisis estadistico: Las bandas obtenidas se escanearon, y se midio la densidad de cada una

con el programa Image J (National Institute of Health, EEUU). Las formas fosforiladas de las
proteinas fueron normalizadas con sus respectivas proteinas totales. En los casos en que se
evaluaron niveles de expresion, las bandas de la proteina en cuestidon se normalizaron con las
bandas de actina o B tubulina corrida en el mismo gel. La significancia de las diferencias de
intensidad entre los distintos tratamientos se analizd realizando un “t test” o un ANOVA, de
acuerdo a si se tratan de dos o mas tratamientos a comparar, respectivamente, de muestras de

varios experimentos.

Pl smidos

La construccion del promotor de ciclina D1 humano de 1745 pares de bases de longitud
ubicado rio arriba del gen de la luciferasa (-1745 ciclina D1-luc) fue donado por el Dr. R. Pestell
(Northwestern University Medical School, Chicago, IL, EEUU). El plasmido reportero de
luciferasa que contiene cuatro copias del sitio de unién a STAT3 de alta afinidad “m67”
(p4xm67-tk-luc) fue donado por el Dr J. Darnell (The Rockefeller University, New York, NY,
EEUU). El plasmido de expresion de luciferasa Renilla RL-CMV fue comprado a Promega
(Madison, WI, EEUU). El vector de expresion de STAT3 fusionado a GFP (STAT3-GFP), el vector
gue codifica para la proteina STAT3 posee una mutacion puntual en la serina 727 y por lo tanto
no puede ser fosforilada en este residuo y también fusionada a GFP (STAT3S727A-GFP) y el
vector backbone de las construcciones anteriormente mencionadas (pcDNAS5/FRT) fueron
gentilmente donadas por H. Yu (Beckman Research Institute, Duarte, CA, EEUU) (H. Lee et al.
2009). El vector de expresién de la forma dominante negativa de STAT3, STAT3Y705F, posee
una mutacién puntual en el codén 705, una sustitucion de la tirosina por fenilalanina, que
provoca la reduccién de la fosforilacion en tirosina de la proteina STAT3 salvaje enddgena y por
lo tanto inhibe la dimerizacién y la unidon de STAT3 al ADN (Bromberg et al. 1998; Bromberg et

al. 1999). Este vector, al igual que el pldsmido vacio pcDNA3.1, fue provisto por el Dr. J. Darnell.
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Transfecciones transientes
Las células C4HD o T-47D fueron transfectadas transientemente durante 48 o0 24 h con 2

ug/ml de STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP o con el plasmido vacio pcDNA5/FRT en placas de 6
hoyos. Las células C4HD fueron transfectadas en DMEM-F12 + SFBch 2,5/ v/v + MPA 10 nM, y
las células T-47D fueron transfectadas en DMEM-F12 + SFB 10/ v/v con el reactivo de
transfeccion Fugene HD (Roche Biochemicals, Indianapolis, IN, EEUU), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La eficiencia de transfeccion fue evaluada determinando el
porcentaje de células que exhibieron la expresién de GFP 4 dias después de la transfeccion, que
vario entre el 60 y 70/ . En los experimentos en los que se estudio el rol de la fosforilacidn de
STAT3 en serina 727 en la capacidad del MPA de inducir la actividad transcripcional de STAT3
las células C4HD o T-47D, segun lo indicado en cada caso, fueron transfectadas transientemente
durante 48 o 24 hs, respectivamente, con 1 pug/ml del vector 4xm67-tk-luc o con 1 pg/ml del
plasmido reportero -1745 ciclina D1-luc y con 10 ng/ml de RL-CMV utilizado para corregir
variaciones internas en las eficiencias de transfeccion. Las células fueron co-transfectadas con 2
ug/ml de STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP. Las cantidades totales de ADN transfectado fueron
estandarizadas agregando el plasmido vacio pcDNA5/FRT. En los casos de los ensayos de
actividad del gen reportero, las células fueron lavadas con PBS, lisadas con la solucién Pasive
Lysis Buffer (Promega) y con un ciclo de congelado-descongelado en nitrégeno liquido. La
actividad luciferasa fue determinada empleando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y con un luminémetro 20n/20 (Turner
Bio Systems, Madison, WI, EEUU). La actividad luciferasa se informé cdmo veces de induccidn
de la razén entre la actividad Firefly luciferasa y la actividad Renilla luciferasa con respecto a
cada grupo sin MPA. Se realizaron triplicados para cada tratamiento. Las diferencias entre los
grupos experimentales fueron analizadas por ANOVA seguida del test de Tukey.

Para los ensayos del capitulo Il y Il las células CAHD y 4T1 fueron sembradas en placas
de 6 hoyos y transfectadas transitoriamente durante 48 h o durante los tiempos indicados
segun cada experimento con 2 ug del vector de expresion STAT3Y705F. Las células C4HD se

transfectaron en DMEM/F12 + 2,5/ + MPA 10 nM y las 4T1 en RPMI-1640 + 10/ SFB siempre
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en la ausencia antibidticos. Como control se transfectaron células con el vector vacio pcDNA3.1
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).
Para el estudio de las citoquinas secretadas, se tomaron los sobrenadantes de las células

C4HD transfectadas durante 48 h con STAT3Y705F o controles.

Transfecciones con ARN de interferencia (siRNA)
Los siRNAs dirigidos contra RP, STAT3 y p16INK4a fueron sintetizados por Dharmacon

(Lafayette, CO, EEUU). Las secuencias de siRNAs fueron las siguientes: siRNA contra STAT3
murino:  5-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUU-3’; siRNA  contra STAT3  humano: 5’-
GAGCAGAGAUGUGGGAAUGUU-3’; siRNA contra RP murino: 5’-AUAGGCGAGACUACAGACGUU-
3’. El numero de catalogo del siRNA contra p16INK4a utilizado es J-043107-06 (Dharmacon).
Como siRNA control, se utilizé un siRNA no silenciador, que no corresponde a ninguna
secuencia conocida de genes de mamiferos, también comprado a Dharmacon. Las células
fueron transfectadas durante 24 a 72 h con 25 a 100 nM de siRNAs, segun el experimento, con
el reactivo de transfeccién DharmaFECT (Dharmacon) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con 50 nM siRNA contra STAT3 o siRNA control
durante 48 h en medio DMEM/F12 + SFB 10/ .

Inmunofluorescencia y microscop a confocal
Las células C4HD y T-47D crecidas sobre cubreobjetos fueron transfectadas o no, segin

el experimento, y luego incubadas en DMEM-F12 con los tratamientos que se indican en cada
ensayo. Las células fueron fijadas y permeabilizadas en metanol a -202C y luego bloqueadas con
PBS + SAB 1/ a temperatura ambiente durante 30 minutos. La incubacién con los anticuerpos
primarios se llevd a cabo en PBS + SAB 1/ durante 18 h a 42C, utilizando una dilucién del
anticuerpo de 1/100. Los anticuerpos empleados fueron los siguientes:

Stat3 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechnology)

Fosfoserina STAT3 (Ser727) monoclonal de ratén (4G6, Cell SignalingTechnologies)

Trimetil K9 H3 monoclonal de conejo (Millipore, Temecula, CA, EEUU)



Pagina |26

Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS + SAB 1/, los cubreobjetos con células fueron
incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios conjugados
con fluorocromos. Para detectar pSTAT3Ser727 y TriMeK9H3, se utilizé un anticuerpo de cabra
anti IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes, Invitrogen); y para detectar
Stat3 (C-20) se empled un anticuerpo de cabra anti IgG de ratéon conjugado con rodamina
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EEUU). Los controles negativos se
realizaron incubando las células con PBS + SAB 1/ en lugar del anticuerpo primario, seguido de
la incubacion con los anticuerpos secundarios. Los nucleos fueron teflidos con DAPI (4’,6'-
diamidino-2-fenilindol) (Sigma) utilizado en una dilucidn de 2 ng/ml. Para cada tratamiento se
analizaron entre 100 y 200 células. Las fotos que se muestran en los Resultados ilustran algunas
células representativas de las examinadas. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio

Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments), cuyo limite de resolucién es de 300 nm.

Ensayos de proliferaci n por incorporaci n de timidina-[°H] en ¢ lulas C4HD, T-47D y MDA-
MB-231

Para realizar los ensayos de proliferacién con las células C4HD se repicaron las células
creciendo en DMEM-F12 + SFBch 2,5/ v/v + MPA 10 nM y se sembraron 4x10* células por hoyo
en placas de 96 hoyos de fondo plano. Las células repicadas se dejaron adherir durante 24 hs en
DMEM-F12 + SFB 10/ v/v. Dicho medio fue luego reemplazado por medio de transfeccidn
suplementado con los diferentes siRNAs y vectores de expresion. Luego de 72 hs, las células se
incubaron durante 48 hs con DMEM-F12 con o sin MPA o con DMEM-F12 10/, segun lo
indicado. Para los ensayos de proliferacién con las células T-47D, se sembraron 10* células por
hoyo en placas de 96 hoyos. Se dejaron adherir durante 24 hs y luego se reemplazé el medio
por medio de transfeccion suplementado con diferentes vectores de expresion indicados para
cada caso. Después de 24 hs, las células se incubaron durante 24 hs mas DMEM-F12 con o sin
MPA. Para las células MDA-MB-231, se sembraron 10* células por hoyo y se dejaron adherir
durante 24 hs. Luego se transfectaron con los siRNAs indicados durante 72 h en DMEM-F12 +
SFB 10/ . Todos los ensayos se realizaron por octuplicado. Se empled el método de

incorporacion de timidina-[>H] para evaluar la sintesis de ADN como medida de la proliferaciéon
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celular. Durante las ultimas 24 hs de incubacién de todos los tipos celulares, se aplicé un pulso
de 1 uCi de timidina-[*H] (New England Nuclear, Dupont, Boston, MA, EEUU) actividad
especifica: 20 Ci/mmol) en cada hoyo. Los cultivos se despegaron de la placa de cultivo con
tripsina (50ul/hoyo) y se cosecharon en un cosechador de células Nunc. La radioactividad
incorporada se midié en un contador beta de centelleo liquido (Tri-Carb2800TR, Perkin Elmer)
durante 1 minuto por métodos estandar de centelleo liquido. Previamente se demostré que la
incorporacién de timidina-[°H] se correlaciona con el nimero de células (Dran et al. 1995)
siendo de este modo, un método apropiado para medir proliferacién celular. La incorporacién
de timidina-[>H] se muestra como cuentas por minuto (cpm).

Analisis estadistico: En cada experimento individual se promediaron los octuplicados, se

calcularon las com + DE (desviacidn estandar) y se evalud la significancia estadistica mediante
un test de ANOVA. Para la comparacién de distintos tratamientos entre si, se usé el test de

Tukey después del ANOVA.

2. METODOLOGIA ESPECIFICA CAPITULO |

Ensayo de fosforilaci n in vitro con ATP no radioactivo
Las células T-47D fueron preincubadas o no con 10 uM de U0126 durante 90 min y luego

fueron tratadas o no con MPA 10 nM durante 2 min. Las células fueron lisadas en un buffer de
lisis para quinasas (20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EGTA, 1/ NP-40, 2.5 mM MgCl,) y la quinasa
MAPK fue inmunoprecipitada a partir de 500 ug de extractos proteicos usando un anticuerpo
anti p42/p44 MAPK (C-14; Santa Cruz). STAT3 fue inmunoprecipitado a partir de 500 pg de
extractos proteicos de células T-47D no estimuladas utilizando un anticuerpo contra STAT3 total
(C-20, Santa Cruz). STAT3 asi inmunoprecipitada fue sometida a un ensayo de fosforilacion in
vitro con p42/p44 MAPK inmunoprecipitada de cada tratamiento. La reaccién fue realizada
incubando los inmunocomplejos conteniendo a p42/p44 MAPK con STAT3 inmunoprecipitado
como sustrato, en 30 pl de buffer quinasa con el agregado de 3.3 mM DTT y 100 uM de ATP

durante 30 min a 302C, como se describié previamente (M Salatino et al. 2006). Las proteinas
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fueron separadas mediante electroforesis, los geles transferidos a membranas de nitrocelulosa
y revelados utilizando anticuerpos anti pSTAT3Ser727. Las membranas fueron sometidas a
stripping y re incubadas con un anticuerpo anti STAT3. La parte inferior de la membrana fue

revelada con un anti pp42/p44 MAPK y luego anti p42/p44 MAPK.

Ensayos de inmunoprecipitaci n de la cromatina (ChIP)
Se sembraron 3 millones de células T-47D por placa de 80 mm de diametro, se

transfectaron durante 48 h y se mantuvieron en el medio de ayuno correspondiente durante 48
h'y se trataron o no con MPA. Se realizé un crosslinking incubando las células con formaldehido
en una concentracion final de 1/ durante 10 minutos a 372C, y la reaccién se detuvo agregando
glicina en una concentracién final de 140 mM. Luego las células se lavaron con PBS frio dos
veces, se recolectaron de las placas de cultivo en 1,5 ml de PBS con inhibidores de proteasas
(descriptos previamente) utilizando un scrapper, y fueron precipitadas por centrifugacién y
resuspendidas en 1 ml de buffer hipoténico (HEPES 20 mM [pH 7,9], EDTA 1 mM, EGTA 1 mM).
Se centrifugd 1 minuto a 16000 x g para obtener los nucleos en el pellet, que se resuspendid en
300 pl de buffer de lisis (SDS 1/, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM [pH 8,1]). Después de la lisis los
extractos celulares fueron sonicados en hielo con un sonicador Fisher Scientific, modelo 500.
Recibieron 4 a 6 pulsos de 10 segundos al 20/ de potencia del sonicador. Se centrifugaron
durante 10 minutos a 16000 x g a 49C, el sobrenadante se diluyé 10 veces con buffer de
inmunoprecipitaciéon (Triton X-100 1,1/, EDTA 1,2 mM, Tris-HCI| 16,7 mM [pH 8,1], NaCl 167
mM) y la cuantificacién de proteinas fue determinada por un ensayo de Bradford (BioRad).
Trescientos pg de proteina fueron preclareados con 40 ul de bolitas de agarosa conjugadas a
proteina A, bloqueadas con ADN de esperma de salmén (Millipore). Dos por ciento de esta
cromatina se reservd como “input” (ADN total) y se procesdé luego junto con los
inmunoprecipitados en el paso de reversién del crosslinking (mas adelante). La cromatina
remanente fue incubada durante 18 h a 42C con 4 ug de Ac anti STAT3 (C-20, Santa Cruz
Biotechnology) o con IgG de conejo (Sigma). El complejo proteina-ADN-anticuerpo fue
precipitado incubando durante 2 hs a 42C con 80 pl de bolitas de agarosa conjugadas a proteina

A, bloqueadas con ADN de esperma de salmén (Millipore). Las particulas de agarosa asociadas
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al complejo fueron precipitadas por una centrifugacién de 1 min a 4000 x g. Se lavaron con dos
buffers de lavado diferentes de alta concentracion salina (SDS 0,1/, Triton X-100 1/, EDTA 2
mM, Tris-HClI 20 mM [pH 8,1], NaCl 150 mM, y el otro buffer: SDS 0,1/, Triton X-100 1/, EDTA
2 mM, Tris-HCI 20 mM [pH 8,1], NaCl 500 mM), luego con un tercer buffer de lavado de baja
concentracion salina (LiCl 0,25 M, NP-40 1/, deoxicolato 1/, EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM [pH
8,1]), y dos lavados con Tris-EDTA (TE). El complejo proteina-ADN se obtuvo extrayendo las
particulas de agarosa con 400 ul de buffer de elucién (SDS 1/, NaHCO3 0,1 M). La reversion del
crosslinking del complejo proteina-ADN se realizé incubando con NaCl 0,2 M a 652C durante 18
h. Las proteinas de las muestras fueron digeridas por incubacién con 50 pg de proteinasa K
durante 1 h a 459C. El ADN se extrajo con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y se precipitd
con 2,5 volumenes de etanol, 1,25 volimenes de AcNH4y 20 ug de glucégeno durante 30 min a
-709C. El ADN fue precipitado por una centrifugacion de 10 min a 16000 x g y resuspendido en
10 ul de H20 hexadestilada libre de DNAsas (Promega). Para cada PCR se utilizaron 2 pl. Los
controles “input” se usaron en una dilucién de 1/10.

PCR cuantitativa en tiempo real: EIl ADN obtenido de los ensayos de ChIP fue amplificado por

reacciones de PCR en tiempo real, que se realizaron con el equipo detector ABI Prism 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) utilizando SYBR green PCR master mix de Applied
Biosystems. El par de primers 5’-GCACCAAAGAGACAGAAC-3’ y 5’TTAACCGGGAGAAACACACC-3’,
fue disefiado para amplificar dos regiones del promotor de ciclina D1 humano que contiene un
sitio GAS (-984). Estos primers se disefiaron con el software “Primer Express” (Applied
Biosystems). El programa de PCR en tiempo real fue: 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15
seg a 952C y 1 min a 602C. Los numeros de los ejes de las ordenadas de los histogramas de ChIP
se calcularon dividiendo los numeros arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR
cuantitativa por el “input” (ADN total), estableciendo en 1 los valores de las muestras sin tratar
y determinando las veces de incremento de ADN inmunoprecipitado relativo a ese punto. La
significancia de las diferencias entre dos tratamientos se analizé realizando un “t test” de

muestras apareadas.
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An lisis del ciclo celular por citometr a de flujo
Para el andlisis del ciclo celular, cultivos primarios de células C4HD o células de la linea

T-47D fueron transfectadas con el vector de expresion STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP durante
24 h, luego fueron ayunadas en medio DMEM/F12 + 0,1/ SFBCh por 24 h y tratadas o no con
MPA 10 nM durante 18 o 24 h. Las células fueron cosechadas por la accion de la tripsina y
fijadas en etanol 70/ por 24 h a 4° C. Posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS,
seguido de digestion por ARNsa (ARNsa A 50 U/ml) y tincidn con ioduro de propidio (20pug/ml)
durante 30 min a temperatura ambiente, en oscuridad. Las células se analizaron en un
citometro FACScan (Becton Dickinson (BD), La Jolla, CA, EEUU). El andlisis del ciclo celular se
realizd mediante el software Modfit LT (Beckton Dickinson). Se indica el porcentaje de células

en cada fase del ciclo celular (Go/G; y S+G,M).

Crecimiento in vivo del tumor C4HD transfectado con STAT35727A-GFP
Las células C4HD transfectadas in vitro con el vector de expresién de STAT3S727A-GFP o

con el vector vacio (pcDNAS5/FRT) fueron cosechadas incubandolas 45 min con PBS-EDTA 1 mM
estéril, y resuspendidas en medio sin suero en una concentracién de 1x10° células/100ul y se
inyectaron subcutdaneamente 100 pl en el flanco izquierdo del ratén utilizando una jeringa 25G
(Terumo, Somerset, NJ, EEUU). En el flanco derecho se inoculé el MPA de depdsito. Cuando los
tumores se hicieron palpables, aproximadamente una semana después de la inoculacién, se
comenzd a medir el largo y el ancho de los mismos con un calibre de Vernier calculando tres veces
por semana el volumen tumoral. El volumen tumoral (mm3) se calculd con la siguiente formula: (L
x W?)/2, donde L=largo del tumor (mm), W=ancho del tumor (mm) (Leonetti et al. 1996). El dia 35,
los animales fueron sacrificados y el tumor removido. Los tejidos destinados a estudios
moleculares fueron mantenidos a -802 C, y los que se utilizarian para analisis histopatoldgico de
rutina (Hematoxilina y Eosina —H&E-) fueron fijados en formol neutro 10/ . Todas las muestras
fueron examinadas por un patdlogo que desconocia el tratamiento que habia recibido cada

ejemplar. Varios cortes de cada tumor u érgano fueron evaluados.

Pacientes y micro arreglos de tejido (TMA)
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Se seleccionaron 48 tejidos incluidos en parafina de carcinomas de mama invasivos para
la construccidon de bloques de TMA de los archivos del departamento de Histopatologia del
Instituto de Oncologia Henry Moore, Buenos Aires, entre el 2001 y el 2008. De estos, en 9
muestras no se pudo determinar los niveles nucleares de pSTAT3Ser727 por la pérdida de las
secciones analizadas. Todos los pacientes fueron tratados con cirugia. Este estudio fue realizado
bajo la aprobacién del comité de ética del IBYME y del Instituto de Oncologia Henry Moore y los
consentimientos escritos de los pacientes fueron obtenidos antes de su inclusion en este
estudio. El estadio de los pacientes antes del tratamiento fue clasificado de acuerdo al sistema
de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Singletary et al. 2002). Para la determinacion
del grado histoldgico se utilizé el sistema Elston and Ellis (Page, et al. 1995). Los TMA fueron

construidos como se describié previamente (Roxana Schillaci et al. 2012).

Immunofluorescencia de tejidos

La recuperacién antigénica se realizé utilizando buffer citrato de sodio 10mM pH 6
durante 4 min a maxima potencia en microondas. Los vidrios fueron bloqueados por 30 min en
Buffer Hank Modificado (MHB de sus siglas en inglés Modified Hank’s Buffer) con 5% de SAB,
luego se incubaron durante 18h a 42C con el anticuerpo anti pSTAT3Ser727 (4G6) (1:50, Cell
Signalling). Seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de
conejo acoplado a Alexa 488 (Molecular Probes) Para reducir la autofluorescencia se incubaron
los vidrios en Sudan Black B 0.1/ (Sigma). Los nucleos fueron tefidos con ioduro de propidio.
Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments). Los
controles negativos se realizaron con MHB sin el agregado de los anticuerpos primarios. La
sefial de intensidad de marcacién nuclear se puntud segun la siguiente escala: 0, sin tincién o
tincidon débil en menos del 10/ , 1, tincién débil del 10-25/, 2, tincién moderada del 26-50/ ; y
3, tincidn intensa de mas del 50/, como se describid previamente para la clasificacion de la
tincién nuclear de pSTAT3Tyr705 por otros autores (Dolled-Filhart et al. 2003, Sato et al. 2011).
Dos patdlogos determinaron el puntaje de forma independiente, con una alta correlacién entre
ambos. Las discrepancias entre ambos fueron promediadas para obtener un Unico puntaje final.

Para que la muestra sea considerada positiva para la expresion nuclear de pSTAT3Ser727 se
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requirio un puntaje de uno (1) o mas (Sato et al. 2011). RE y RP fueron evaluados por
inmunohistoquimica con los Ac clon 6F11 (Novocastra Laboratories) y el clon hPRa2+hPRa3
(NeoMarkers), respectivamente y puntuados como se describié previamente (Schillaci et al.

2012).

Andlisis estadistico: El analisis se llevd a cabo utilizando el software SPSS Software version 17.0

(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Las correlaciones entre las distintas variables se realizaron

utilizando el x2-test o el test exacto de Fisher.

3. METODOLOGIAS ESPECIFICAS DEL CAPITULO Il

3.1. Experimentos in vivo capitulo Il

Transfecci n celular y protocolo de inmunizaci n

Las células C4HD y 4T1 fueron sembradas en placas de 80mm y transfectadas
transitoriamente durante 48 h con 11 pg del vector de expresién STAT3Y705F, que codifica para
una proteina que no puede fosforilarse en el residuo tirosina 705 y que actia como un
dominante negativo de STAT3 (Bromberg et al. 1998; Proietti et al 2005). Las células C4HD se
transfectaron en DMEM/F12 suplementado con ChSFB 2,5/ + MPA 10 nM y las 4T1 en RPMI-
1640 + 10/ SFB siempre en la ausencia antibidticos. Como control se transfectaron células con
el vector vacio pcDNA3.1 (Invitrogen). En todos los casos, se utilizé el reactivo de transfeccién
FUGENE HD (Roche Biochemicals) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Estas células
fueron utilizadas para inmunizar ratones BALB/c. Brevemente, las células se cosecharon
incubandolas 45 min con PBS-EDTA 1mM estéril y se resuspendieron en PBS estéril en una
concentracién de 2x10° células/100ul. Dicha suspensidn celular se irradié con 50 Gy (C4HD) o
100 Gy (4T1) de una fuente de cobalto (*°Co). Mediante un ensayo de incorporacion de
timidina-[*H], realizado como se describié previamente, se comprobd que la dosis de irradiacién
era efectiva para anular la proliferacion celular, mientras que, realizando un ensayo de
exclusion del colorante azul de tripan se verifico la viabilidad celular. Los ratones (BALB/c o

nude) se inyectaron subcutdaneamente utilizando una jeringa 25G (Terumo) en el flanco
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izquierdo con 2x10° células transfectadas con el vector STAT3Y705F e irradiadas. Se efectuaron
tres dosis de inmunizacion separadas por 15 dias; o sea seis, cuatro y dos semana antes del
desafio tumoral, el cual se efectud inoculando subcutaneamente a los ratones inmunizados con
un fragmento (1 mm?®) del tumor parental C4HD o con 1x10* células 4T1 implantadas en la
cuarta glandula mamaria. Simultdaneamente al desafio con C4HD se les administré a los ratones
MPA de depdsito. En cada grupo se incluyeron de 5 a 8 ratones segun los experimentos. Los
grupos controles incluyeron ratones inyectados, siguiendo el mismo esquema, con el vehiculo
(100l de PBS estéril), con células sin tratamiento o con células transfectadas con el vector
vacio pcDNA3.1 durante 48 h e irradiadas de manera similar. Cuando los tumores se hicieron
palpables, aproximadamente una semana después de la inoculacién, se comenzé a medir el
largo y el ancho de los mismos con un calibre de Vernier calculando tres veces por semana el
volumen tumoral. El volumen tumoral (mm?®) se calculé con se explicd anteriormente. Se
monitored el crecimiento tumoral por 21 (C4HD) o 33 (4T1) dias después de inoculadas las
células. Se determind, conjuntamente con el volumen tumoral, la tasa de crecimiento, como la
pendiente de la curva de crecimiento, la cual se obtuvo graficando el volumen tumoral en
funcién del tiempo. También se calculd el porcentaje de inhibicidon del crecimiento tumoral
dividiendo el volumen tumoral medio del grupo de ratones inmunizados con células
transfectadas con el vector STAT3Y70F por el volumen tumoral medio de cada grupo control,

restando el resultado a 1 y multiplicandolo por 100.

Evaluaci n de met stasis pulmonares
Los ratones BALB/c (n = 8) con tumores 4T1 fueron sacrificados al dia 33, los pulmones

se fijaron con Bouin y se contd el numero de colonias pulmonares superficiales mediante la
observacion en lupa.

Andlisis estadistico: la comparacién del nimero de metdstasis de pulmdn entre los diferentes

grupos se realizé por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

Inmunizaci n de ratones nude
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Los ratones nude se inmunizaron con células epiteliales provenientes de un cultivo
primario del tumor C4HD como se describidé anteriormente para la inmunizacién de los ratones
BALB/c. Dos semanas después de la ultima dosis se efectud el desafio tumoral, inoculando a los
ratones inmunizados con un fragmento (1mm3®) del tumor parental C4HD estéril.
Simultdneamente al desafio tumoral se les administrd a los ratones MPA de depésito. Cuando
los tumores alcanzaron un volumen medio de 15 mm?, aproximadamente una semana después
de la inoculacidn, se comenzé a medir el largo y el ancho de los mismos calculando el volumen
tumoral como se explicé previamente. Se monitored el crecimiento tumoral durante 25 dias. En

cada grupo se incluyeron 6 ratones.

Depleci n in vivo de las subpoblaciones linfocitarias
Los animales inmunizados fueron depletados de linfocitos T (LT) CD4+ y de LT CD8+ por

la administracion intraperitoneal (i.p.) de 0,5 mg/ratéon de anticuerpo contra CD4 (clon YTS
191.1), CD8 (clon YTS 169.4) (gentilmente provistos por el laboratorio del Dr. Podhajcer) en los
dias -1, 0, 1, 8, 15 y 22, con relacién a la inoculacién del tumor (dia 0). Para la deplecion de
células NK, los ratones fueron inyectados con 0,25 mg/raton de anticuerpo anti-asialo GM1
(Wako, Richmond, VA, EEUU) en los dias -1, 7, 14 y 21. Los ratones control recibieron
cantidades equivalentes de IgG normal de rata o IgG de conejo en los mismos dias. En el dia 7,
se tomaron muestras de sangre de la vena facial para confirmar las depleciones por citometria
de flujo. Se lisaron los eritrocitos usando un buffer ACK (NH4Cl 154 mM, KHCOs 9,9 mM, EDTA
0,09mM) y se marcaron las distintas poblaciones linfocitarias utilizando anticuerpos anti CD3
(PeCy5), CD4 (FITC), CD8 (PE) y DX5 (APC). Las células se analizaron en un citémetro FACSaria
(Becton Dickinson). El analisis de los datos obtenidos se realizé utilizando el programa FlowlJo

(Tree Star, Inc, Ashland, OR, EEUU).

Inmunizaci n terap utica
Los ratones hembra BALB/c (n = 5) fueron desafiados con un fragmento del tumor C4HD

y se les administré MPA de depdsito en el flanco opuesto al desafio. Una vez que el tumor fue
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palpable (dia 6 post-desafio) los animales fueron inmunizados con 2x10° células C4HD-
STAT3Y705F o células control irradiadas por inyeccion s.c. Los animales fueron inmunizados por
segunda vez el dia 18 y sacrificados el dia 38.

En otro experimento, ratones hembra BALB/c (n=8) fueron inyectados s.c. con 1x10*
células 4T1 el dia 0. En el dia 4, cuando los tumores ya fueron palpables, los ratones fueron
inmunizados con 1x10° células 4T1-STAT3Y705F o con células control, 4T1-pcDNA3.1. Se

repitieron las inmunizaciones en los dias 11 y 18. Los animales fueron sacrificados el dia 34.

An lisis Histopatol gicos

Los tumores se extirparon al final del experimento en los dias indicados previamente y
se fijaron en formol neutro 10/ . Los fragmentos mas representativos se incluyeron en parafina,
se cortaron secciones de 5 um utilizando un micrétomo vy se tifileron con H&E para observarlas
luego en el microscopio, con la asistencia de un patélogo especializado. Se realizd un conteo de

mitosis por campo (High Power Field, 1 HPF=0.152 mm?) con un objetivo 40x.

Determinaci n de la especificidad de la respuesta imnune generada por la inmunizaci n

Los ratones se inmunizaron como se explicd detalladamente en el protocolo de
inmunizacién con células 4T1 transfectadas transientemente e irradiadas, n=5 para cada grupo.
Dos semanas después de la ultima inmunizaciéon los ratones inmunizados se desafiaron
inoculdndolos con un fragmento (1mm?) del tumor C4HD o con 4x10° células CT26 por ratdn.
Las células C4HD y CT26 se cosecharon con PBS- EDTA 1mM, se diluyeron en medio a una
concentracién de 4x10° células en 100 pl y se inyectaron subcutaneamente en el flanco
izquierdo del ratén utilizando una jeringa. Cuando los tumores alcanzaron un volumen medio
de 15 mm?®, aproximadamente una semana después de la inoculacién, se comenzé a medir el
largo y el ancho de los mismos calculando diariamente el volumen tumoral como se explicé

previamente.

Ensayo de Hipersensibilidad retardada (DHT)
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Los ratones se inmunizaron tal como se describié previamente para el protocolo de
inmunizacién con células C4HD. Una semana después de la ultima dosis los ratones se
desafiaron con 3x10° células C4HD en 50ul de PBS tratadas por 48 hs con MPA 10nM e
irradiadas, inyectandolas subcutaneamente en la almohadilla plantar del miembro trasero
izquierdo. Como control de ausencia de reaccion se inyectd la almohadilla plantar del miembro
trasero derecho con 50ul de PBS estéril. La respuesta de hipersensibilidad retardada se
determind a las 48 hs. midiendo con un micrémetro la inflamacién de ambas almohadillas
plantares. Los resultados se expresaron como un indice de inflamacion de la almohadilla plantar
(IAP) obtenido al restar el grosor de la almohadilla plantar derecha (basal) al grosor de la
almohadilla plantar izquierda (desafiada). Cinco ratones fueron incluidos en cada grupo
experimental. Se evalud la significancia estadistica mediante un test de ANOVA. Para la

comparacion de distintos tratamientos entre si, se usé el test de Tukey después del ANOVA.

An lisis estad stico
Para todos los casos, las diferencias entre el control y los grupos experimentales fueron

analizadas mediante ANOVA, seguida por prueba t de Tukey. El analisis de regresion lineal se
realizé sobre curvas de crecimiento, y las pendientes fueron comparadas mediante ANOVA para
determinar la significacion estadistica. Los graficos de Kaplan-Meier fueron generados
utilizando el software GraphPad Prism (La Jolla, CA, EEUU) y analizados con la prueba de log-

rank.

3.2. Ensayos in vitro capitulo Il

Arreglo de citoquinas

Las células C4HD fueron transfectadas como se describid previamente, con el vector
STAT3Y705F o fueron tratadas con el inhibidor farmacolégico JSI-124 2 uM. Se colectaron los
medios condicionaos después de 48 h de tratamiento. Se utilizaron microarreglos de
anticuerpos de citoquinas y quimioquinas en membranas de nitrocelulosa (Panomics, Redwood

City, CA, EEUU), las cuales fueron incubadas durante 2 h a T° ambiente con los medios
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condicionados. Las membranas se revelaron siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada
punto fue densitometrado usando el programa Image J y se graficaron las intensidades relativas

al control positivo en la membrana.

Determinaci n de t tulo de anticuerpos

Se evalud la presencia de anticuerpos 1gG contra el tumor C4HD en los sueros de
ratones inmunizados y controles. Los ratones se inmunizaron tal como se describid
previamente para el protocolo de inmunizacion con células C4HD. En este caso, dos semanas
después de la ultima dosis se obtuvieron muestras de sangre de los ratones inmunizados por
puncién de la vena facial. La sangre se dejé coagular a temperatura ambiente por 30 min y se
centrifugd a 1000 g por 10 min para separar el suero, el cual fue decomplementado como se
explicé previamente. La deteccidn de anticuerpos se realizé por inmunofluorescencia indirecta.
Las células C4HD cultivadas en presencia de 10nM de MPA fueron cosechadas con PBS-EDTA
1mM. Luego de dos lavados con PBS las células C4HD se resuspendieron en PBS + 3/ SAB + 0,02
/ azida, se alicuotaron a razén de 5x10° células por tubo y se incubaron 30 min a 42C con una
dilucién 1:50 de los sueros de los ratones inmunizados. Luego de dos lavados, las células se
incubaron con un segundo anticuerpo especifico para IgG de ratén conjugado con el
fluorocromo Alexa 488 (dilucion de uso 1:200, Molecular Probes). La intensidad de
fluorescencia se evalué utilizando un citdmetro de flujo FACScan, y los niveles de fluorescencia
inespecifica se determinaron incubando a las células del mismo modo, pero con un suero de
ratdn control no inmunizado. Los datos se analizaron utilizando el programa FlowJo (Tree Star
Inc, Ashland, OR, EEUU). Los resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia media
(IFM) determinada restando la fluorescencia media inespecifica obtenida con el suero de ratén
control a la fluorescencia media obtenida con los sueros de los ratones inmunizados. Los

ensayos de realizaron por cuadruplicado.

Ensayo de proliferaci n de esplenocitos

Los ratones se inmunizaron tal como se describiéd previamente para el protocolo de

inmunizacién con células C4HD. En este caso, dos semanas después de la ultima dosis los
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ratones inmunizados fueron sacrificados, se les extrajeron los bazos y se aislaron a partir de los
mismos los esplenocitos. Para ello, los bazos fueron disgregados en fragmentos pequefios
usando una tijera de punta curva, obteniéndose una suspensién celular. A cada bazo se le
agregé 3 ml de RPMI-1640 (Gibco), se homogeneizd y se paso la suspension por filtros de 70
um. Se realizd un lavado con RPMI-1640, resuspendiendo luego a las células en medio de
cultivo completo, constituido por RPMI-1640 suplementado con SFB 10/, 2-mercaptoetanol
50uM, HEPES 10 mM, glutamina 2mM vy gentamicina 50 ug/ml (RMPI-1640 completo) y se
sembraron en una placa de 96 hoyos a razén de 5x10° células/hoyo. Los esplenocitos se
cultivaron por 5 dias en estas condiciones en presencia o ausencia de 1x10* células C4HD, que
habian sido previamente incubadas con 50 ug/ml de mitomicina C por 1 hora a 37°C y lavadas
exhaustivamente. Dieciséis horas antes de terminar el cultivo se agregé 0,5 uCi de timidina-[>H]
por hoyo, luego de lo cual se cosecharon las células y se midi6 la incorporacién de timidina-[>H]

como se describié previamente.

Ensayos de citotoxicidad

La capacidad de los esplenocitos o de células NK provenientes de los ratones
inmunizados para lisar a las células blanco C4HD y YAC-1 fue determinada in vitro utilizando un
ensayo estandar de liberacidn de >1cr. Los linfocitos del bazo, referidos como células efectoras,
fueron aislados de los ratones inmunizados como se describié en detalle previamente y fueron
co-cultivados durante 5 dias en medio RPMI-1640 + SFB 10 / con células C4HD previamente
inactivadas por tratamiento con mitomicina C y lavadas exhaustivamente. Paralelamente,
células C4HD o células YAC-1 se cosecharon con PBS-EDTA y se marcaron con 100 uCi de °'Cr
(Na,>*Cr0O, actividad especifica: 19,5 GBg/mg, NEN) por 1 hora a 37°C, las células se lavaron 4
veces con PBS y se plaquearon en una microplaca de fondo céncavo a razén de 1x10*
células/hoyo (Células blanco). Los linfocitos del bazo que habian sido estimulados al co-
cultivarlos con las células C4HD, se plaquearon en esta microplaca en las siguientes relaciones
efector:blanco; 100:1, 50:1, 25:1, 12:1 y 6:1. En el caso del ensayo de citotoxicidad de células

NK, las células NK fueron purificados mediante seleccidn negativa usando el kit de

enriguecimiento de células NK de ratdon (BD Biosciences) a partir de los esplenocitos co-
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cultivados durante 5 dias con células C4HD segun lo descripto previamente. Las células NK
purificadas se plaguearon en una microplaca conteniendo 1x10* células blanco C4HD o YAC-1
en las siguientes relaciones efector:blanco; 5:1, 2,5:1, 1,25:1 y 0,625:1. Las placas se
centrifugaron a 200 g por 1 min para ubicar ambas estirpes celulares en el fondo céncavo del
hoyo y maximizar el contacto, y se incubaron por 4 hs a 37°C en una estufa humidificada con
5/ de CO,. Se plaguearon también hoyos sélo con células blanco en medio de cultivo para
determinar la liberacién espontanea de >'Cr y otros con triton X-100 1/ para determinar la
liberacion maxima de >'Cr. Al terminar la incubacién las placas se centrifugaron nuevamente, se
tomaron 100 ul de sobrenadante de cada hoyo y se contd la radioactividad presente, o sea
liberada por la lisis de las células blanco, en un contador gama. El porcentaje de lisis especifica
de las células blanco se calculé utilizando la férmula [E-S)/(T-S)]x 100, donde E= el promedio de
radiactividad de liberacidn experimental, S= el promedio de radiactividad de liberacidon

espontdnea, y T= el promedio de radiactividad maxima.

Determinaci n del tipo de citotoxicidad: CD4*, CD8" o NK dependiente

Para determinar si la citotoxicidad era CD4" o CD8" o NK dependiente, se realizé un
ensayo estandar de liberacion de °'Cr, previa deplecion selectiva de la poblacién de LT CD4" o
LT CD8" o de células NK. Los linfocitos totales fueron aislados de los ratones inmunizados como
se describié en detalle previamente y fueron co-cultivados durante 5 dias con células C4HD
previamente inactivadas por tratamiento con mitomicina C. En el dia 5 se cosecharon los
esplenocitos que habian sido estimulados al co-cultivarlos con las células C4HD vy se realizé el
protocolo de deplecién de CD4" o de CD8" utilizando el kit Dynabeads mouse CD4-CD8 de
separacion celular inmunomagnética (Dynal, Oslo, Noruega) o de células NK utilizando el kit de
seleccion positiva EasySep® Mouse panNK (CD49b) (StemCell Technologies, Vancouver, Canada)
seguin las indicaciones de los fabricantes. Brevemente, las particulas inmunomagnéticas
Dynabeads se lavaron 3 veces con PBS-SFB 1/, en cada lavado se descarté el sobrenadante, las
particulas se sedimentaron apoyando el tubo sobre la gradilla magnética, se resuspendieron en
el volumen originalmente pipeteado de PBS-SFB 1/ . Se partié de 3x10° linfocitos totales por

ratén para cada deplecidon. Para depletar de CD4" se tomaron 13 ul de la suspensién de
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particulas anti-CD4, mientras que para depletar de CD8" se tomaron 8 ul de la suspensién de
particulas anti-CD8. Estos valores se calcularon segun la relacion particula:célula recomendada
por el fabricante (4-10:1). Los linfocitos totales (aproximadamente 300 pl) se mezclaron con las
correspondientes particulas, se incubaron 20 min en hielo agitando por inversiéon cada 3 min. La
separacion se completé al ubicar el tubo en la gradilla magnética. Se tomd el sobrenadante, el
cual quedd depletado completamente de LT CD4" en un caso, y de LT CD8" en el otro, y se
sembrd en una microplaca de fondo concavo 100ul por hoyo junto con 1x10”* células C4HD
marcadas con > Cr /hoyo (relacidn efector:blanco, 100:1). Se procedié como se describié en el

punto anterior. El porcentaje de lisis especifica se calculé como se explicéd previamente.

Degranulaci nde c lulas NK

Para la evaluacién de la degranulacién, Se sembraron 4x10° esplenocitos de raton
(2x10° esplenocitos/ml) en ausencia o en presencia de 2 x 10° células C4HD tratadas con
mitomicina C. Las células fueron incubadas 18 h en estufa de atmdsfera controlada a 372C con
5/ de CO,. Durante las ultimas 4 h de cultivo se afiadié al cultivo el anticuerpo anti-CD107a
(FITC) (eBioscience, San Diego, CA, EEUU) o el correspondiente control de isotipo. A
continuacion se lavaron las células y se marcaron anticuerpo anti CD3 (PeCy5) y anti DX5 (APC)
(eBiocience) durante 30 min a 49C en oscuridad. Posteriormente, se lavaron las células con
PBS/BSA1/ /NaNs. Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSAria y los datos
obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se seleccionaron las células NK (CD3'DX5%)

para determinar el porcentaje de CD107a"* en esta poblacién.

Determinaci n de citoquinas liberadas al medio de cultivo

Los linfocitos del bazo de los ratones inmunizados fueron aislados como se describié en
detalle previamente. En una placa de 24 hoyos se co-cultivaron en medio RPMI-1640 + SFB 10/
4x10° linfocitos por hoyo con 8x10” células C4HD durante 48 hs, las cuales habian sido crecidas
en medio + MPA e inactivadas por tratamiento con mitomicina C en un volumen de 1ml. Luego
de terminada la incubacion se colectd el sobrenadante de cada hoyo y se determind la cantidad

de IFN-y, de IL-2, IL-4 y de IL-10 liberada al medio de cultivo mediante un ensayo de ELISA de
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captura (OptEIATM, PharMingen, San Diego, EEUU). El protocolo se realiz6 segun las

instrucciones del fabricante. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

Determinaci n de IFN-y intracelular

Para la deteccién intracelular de IFN-y, se cultivaron durante 18 h esplenocitos (2x10°
células/por ml) en medio RPMI-1640 completo con IL-2 recombinante murino (10 U/ml)
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, EEUU) en presencia o ausencia de células C4HD tratadas con
mitomicina C, o en presencia de 1 ng de IL-12 (Peprotech). Durante las ultimas 4 h de cultivo, se
afiadié monensina (10 pg/ml, Sigma) para inhibir el transporte del Golgi. Las células fueron
marcadas con diferentes combinaciones anticuerpos acoplados a fluorocromos anti-CD4 (FITC),
-CD3 (PE) y -DX5 (APC) (eBioscience). Para determinar la producciéon de IFN-y, las células se
marcaron adicionalmente con anti-IFN-y (PercpCy5.5) (eBioscience) utilizando un kit de fijacién
y permeabilizacién (eBioscience), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se incubaron
en paralelo células con anticuerpos contra los isotipos correspondientes. La fluorescencia se

adquirié usando un citdmetro FACSAria y se analizaron con el software FlowJo.

Evaluaci n de los linfocitos infiltrantes del tumor

Los tumores C4HD y 4T1 se extirparon los dias detallados previamente y fueron
disgregados de forma mecdnica y luego enzimatica en una solucion de RPMI-1640 conteniendo
400 U/ml de colagenasa tipo Il (Invitrogen Life Techonologies) y 50 U/ml de DNasa | (Thermo
Scientific) durante 1 h a 37 ° C. Las células fueron lavadas en PBS dos veces y filtradas (filtros de
poro de 70 um). Las células fueron incubadas durante 30 min con un anticuerpo bloqueante de
receptores Fc, CD16/32 (eBioscience) y marcadas con anticuerpos conjugados a fluorocromos
para la caracterizacion fenotipica por citometria de flujo de las distintas subpoblaciones. Se
utilizaron los siguientes anticuerpos: CD45 (APC), CD3 (FITC o PECy5), DX5 (APC), CD4 (FITC),
CD8 (PE), FOXP3 (PE) y CD25 (APC) (eBiosciences) durante 30 min a 42C en oscuridad.
Posteriormente, se lavaron las células con PBS/SAB1/ /NaNs. Las muestras se adquirieron en un
citometro de flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowlJo. Se

selecciond la poblacién linfoide en funcién de los parametro de tamano y granularidad y del
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marcador CD45" y a partir de estas células se calcularon los porcentajes de células NK (CD3"
DX5%), T CD4" (CD3CD4"), T CD8" (CD3'CD8") y Tregs (CD4'CD25'FOXP3™).

La expresién de CD69 y la produccién de IFN-y en LT CD4" y en células NK cells fue
determinada en suspensiones del tumor disgregado y cultivadas en RPMI-1640 + SFB 10/
durante 5 h en presencia de dosis mitogénicas de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) de 10
ng/ml e ionomicina 1 pg/ml. Junto con el estimulo se agregd monensina (10 ug/ml). Al finalizar
el experimento, se realizd una marcacion intracelular de IFN-y como se describid previamente.
La expresion en membrana de CD69 fue realizada mediante una inmunomarcacion directa con
un anticuerpo anti-CD69 (PE) Ab (eBioscience). Las muestras se adquirieron en un citdmetro de
flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se selecciond la
poblacién linfoide en funcién de pardmetro de tamafio y granularidad y se calcularon los
porcentajes de células NK (CD3'DX5") y T CD4" (CD3*CD4") positivas para CD69 y para IFN-y en

esta poblacién.

An lisis de c¢ lulas NK en ganglios linf ticos y LT CD4* de memoria bazo

Se obtuvieron ganglios linfaticos y bazos de los ratones BALB/c inmunizados dos
semanas luego de la ultima inyeccién. Los ganglios fueron disgregados mecdnicamente con
tijera y luego enzimaticamente con 400 U/ml colagenasa tipo Il. Se lavaron con PBS/SAB
3/ /NaNs, se centrifugaron y luego marcaron con anticuerpo anti-CD3 (PeCy5) y -DX5 (APC).
Los esplenocitos de los bazos de los ratones inmunizados se co-cultivaron durante 5 dias con
células C4HD como se explicd previamente para el ensayo de proliferacidn de esplenocitos.
Luego de ser lavados con PBS/SAB3/ /NaNjs, los esplenocitos se incubaron con un anticuerpo
anti-CD4 (FITC), -CD3 (PeCy5) y —CD44 (PE) (eBioscience) por 30 min a 4°C. La marcacion
inespecifica se evalud incubando a las células con una 1gG control del mismo isotipo de la
utilizada para la marca especifica conjugada con PE. Las muestras se adquirieron en un
citometro de flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowlJo. Se
seleccion6 la poblacion linfoide en funcidon de parametro de tamafio y granularidad y se
calcularon los porcentajes de células NK (CD3'DX5") en ganglio y LT CD4" (CD3'CD4") positivas
para CD44 en bazo.
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Activaci n de c lulas dendr ticas de bazo (DCs)

La activacion de DCs se evalué mediante la medicion de la expresién de diversos
marcadores de superficie por citometria de flujo. Los esplenocitos de los animales inmunizados
fueron co-cultivados durante 48 h con las células C4HD tratadas con mitomicina C, y después se
tineron con anticuerpos conjugados especificos para CD11c (FITC), CD40 (APC), CD86 (PE) y
MHC clase Il (PECy5) o control de isotipo (eBiosciences). Después de la tincién, las células
fueron fijadas y analizadas por citometria de flujo usando un FACSAria. Los datos fueron
analizados mediante el software FlowJo.

Para el andlisis ex vivo de la activacion de DC, las suspensiones celulares se obtuvieron a

partir de nddulos linfaticos de drenaje y el bazo se tineron como se ha descrito anteriormente.

An lisis por citometr a de flujo de la expresi n de RAE-1y H-60

Las células C4HD fueron cosechadas con PBS-EDTA 1 mM vy fueron incubadas con un
anticuerpo anti RAE-1 (APC) o H-60 (PE) murinos (R & D Systems, Minneapolis, MN, EEUU). Las
células fueron entonces lavadas y un total de 10" células por muestra fueron analizadas usando
un citdmetro FACSAria. La tincidn basal fue evaluada utilizando un anticuerpo irrelevante del

mismo isotipo al de deteccion. El analisis de los datos se realizé con el programa FlowJo.

4. METODOLOGIAS ESPECIFICAS DEL CAPITULO Il

Evaluaci n de la enzima B-galactosidasa (6-gal) a pH 6,0

Células C4HD, 4T1 y MDA-MB 231 fueron cultivadas cobre cubreobjetos y transfectadas
con el vector de expresion de STAT3Y70F o con siRNA contra STAT3 segun lo descripto
anteriormente. Las células se lavaron dos veces en PBS, se fijaron en una solucion 2/
formaldehido/0,2/ glutaraldehido durante 5 min y se lavaron nuevamente en PBS. Las células
se incubaron durante 18 h a 37 ° C (sin CO,) con la solucion de tincidén de la B-gal asociada a

senescencia (SA-B-Gal) (1 mM MgCl, 1 mg/mL X-Gal (Sigma), 5 mM de ferrocianuro de potasio,
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5 mM de ferricianuro de potasio (1 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil P3-D-galactdsido (X-Gal)
por ml/ 40 mM de acido citrico/fosfato de sodio, pH 6,0/5 mM de ferrocianuro de potasio/ 5
mM de ferricianuro de potasio/150 mM de NaCl/2 mM MgCl,). Al dia siguiente se lavaron las
células durante dos veces con PBS, y una vez con metanol. Los cubreobjetos se dejaron secar y
luego se observaron a microscopio de campo claro y se contaron las células azules sobre el total

de células por campo para poder calcular el porcentaje de células senescentes (/ SA-B-Gal).

Extracci n de ARN, transcripci n reversay PCR en tiempo real

El ARN total fue aislado de las células C4HD crecidas en placas de 6 hoyos previamente
transfectadas, durante los tiempos indicados en medio completo, utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se cuantifico por
espectrofotometria y 1 ug de ARN se sometid a transcripcién reversa mediante el uso de la
enzima retrotranscriptasa SuperScript lll de Invitrogen, segun las indicaciones del fabricante.
El ADNc obtenido fue amplificado por PCR en tiempo real. Los primers utilizados para amplificar
el ADNc de pl6INK4a murino fueron: 5'-CTCAACTACGGTGCAGATTCGA-3’ vy 5'-
CACCGGGCGGGAGAA-3'. Los primers que se usaron para amplificar el ADNc de GAPDH murino
como control de normalizacion fueron: 5’-CCAGAACATCATCCCTGCAT-3, 5'-
GTTCAGCTCTGGGATGACCTT-3'. Las condiciones de ciclado de la PCR y el diseno de primers
fueron tal como se describié para ChIP. Las veces de induccion de la expresion del ARNm de
p1l6INK4a se calculé dividiendo los nimeros arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR
cuantitativa por las cantidades obtenidas del control interno GAPDH, estableciendo en 1 los
valores de las muestras sin tratar y determinando las veces de incremento o disminucién de
ARNm relativo a las muestras sin tratar. La significancia de las diferencias entre dos

tratamientos se analizo realizando un “t test” de muestras apareadas.
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INTRODUCCION (CAPITULO 1)

1. ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA

El receptor de progesterona (RP) es un miembro de la superfamilia de receptores
nucleares de hormonas esteroideas con actividad de factores de transcripcidon dependientes de
ligando y media los diversos efectos bioldgicos de la progesterona. Es una proteina modular
qgue presenta los tres dominios estructurales caracteristicos de los receptores nucleares: el
dominio amino terminal, el dominio central de unién al ADN (DBD, por sus siglas en inglés, DNA
binding domain) y el dominio carboxilo terminal de unién al ligando (LBD, por sus siglas en
inglés, Ligand Binding Domain). Dentro de estos mddulos hay por lo menos dos dominios de
activacion de la transcripcién (AFs). El dominio de activacion ligando independiente AF-1 se
encuentra en el dominio amino terminal y el dominio AF-2 dependiente de ligando estd
presente en el LBD (Figura 3). El DBD contiene dos clasicas estructuras de dedos de zinc que le
permiten la unidn al ADN vy la interaccién con ciertas proteinas. Tanto el LBD como el DBD se
encuentran altamente conservados entre los miembros de la familia de receptores nucleares,
mientras que el dominio amino terminal presenta una gran variabilidad en la longitud y en la
secuencia (Leonhardt, et al. 2003).

El RP se expresa en dos isoformas: Ay B. El receptor de progesterona B, RP-B (120 kDa),
presenta en el extremo amino terminal 164 aminodcidos mds que el RP-A (94 kDa). A pesar de
gue ambas isoformas poseen DBD y LBD similares, se ha descripto que regulan la expresion de
diferentes genes, que tienen actividades transcripcionales distintas y que reclutan
correguladores diferentes (Richer et al. 2002). La isoforma B presenta un tercer dominio de
activacion de la transcripcion (AF-3) en los primeros 164 aminodcidos, siendo asi un activador
transcripcional diez veces mas fuerte que la isoforma A (Figura 3) (Beato, et al. 1996;

Leonhardt, et al. 2003).
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1 165 933
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Figura 3. Esquemas de los dominios de las isoformas A y B del RP humano. La isoforma B posee 164 aminoacidos
mas que la isoforma A y en el dominio amino terminal contiene un tercer dominio de activacidon (AF-3) que le
confiere una mayor actividad transcripcional. DBD: dominio de unién al ADN, LBD: dominio de unién al ligando, AF-

1y AF-2: dominios de activacion transcripcional, IF: dominio de inhibicién.

En la gldndula mamaria, se requiere la expresion de ambas isoformas en iguales
proporciones para su correcto desarrollo y diferenciacién (Mote et al. 2002). En contraste, las
cantidades relativas del RP-A y RP-B se encuentran alteradas en la mayoria de los tumores
mamarios. Numerosos trabajos demostraron que dichas alteraciones son un evento temprano
en el proceso de carcinogénesis mamaria y aumentan con el progreso de la enfermedad (Hopp

2004; Mote et al. 2002).

2. MECANISMOS DE ACCION DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA

2.1. Efectos gen micos

En ausencia de ligando, el RP se encuentra asociado a un complejo de proteinas
chaperonas como las proteinas de shock térmico Hsp70 y Hsp90. La progesterona difunde a
través de la bicapa lipidica de una célula blanco para unirse y activar su receptor. En el modelo
clasico, la unién de la progesterona al RP induce un cambio conformacional del receptor, su
fosforilacién, disociacion de las proteinas chaperonas, seguido de su dimerizacion vy
translocacion al nucleo. Cuando se sitla en el nucleo, se fosforila nuevamente en varios

residuos y se une a elementos respondedores a progesterona (PRE, por sus siglas en inglés) en
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los promotores o regiones enhancer de los genes blanco, para activar o silenciar la transcripcién
de aquellos genes que regula, lo que da como resultado la respuesta bioldgica de la célula
blanco (Figura 4).

El mecanismo por el cual los receptores de hormonas esteroideas unidos a sus ligandos
afectan la velocidad de transcripcidn dirigida por la RNA polimerasa Il involucra la interaccién
de los receptores con componentes del complejo de preiniciacion. Esta interaccién ocurre de
manera directa e indirecta a través del reclutamiento secuencial de varios coactivadores. Los
coactivadores constituyen un grupo diverso de moléculas que otorgan multiples funciones
estructurales y enzimaticas al promotor (Rowan & Malley, 2000). Son reclutados al complejo
RP-ligando y tienen la capacidad de facilitar el ensamblado del complejo de preiniciacidon y de

aumentar la transactivacion dependiente del receptor (Figura 4) (Li et al. 2003).

i

Progesterona

Membrana
plasmatica A
HSP 70
HSP
PR 90
P
Src
RP RP
Citoplasma ’
Nucleo
p/CAF
- CBP/p300
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Factores g ARNm
RP RP Basales
P P r’

Figura 4. Modelo de acci n del receptor de progesterona. El RP esta presente en un complejo inactivo con
proteinas chaperonas (Hsp 70 y 90). Al unirse a la progesterona, el RP se fosforila, se dimeriza, se disocia de las

proteinas chaperonas y transloca del citoplasma al nicleo donde se fosforila nuevamente en varios residuos. Tras
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el reclutamiento de las proteinas necesarias, se une a los elementos respondedores a hormonas (HRE) presentes
en los promotores de los genes cuya transcripcidon regula, PRE para el RP. Src: coactivador de receptores de
esteroides, CBP: proteina de unién al elemento respondedor de unién a cAMP (CREB), P/CAF: p300/factor de
asociacion a CBP. Adaptado de Rowan y O'Malley 2000.

Ademads de unirse directamente al ADN, el RP puede unirse a otros factores de
transcripcidn, incluyendo a SP1 (Specificity Protein 1), STATS, AP1 (Activator Protein 1) y STAT3
para regular promotores de genes que no poseen secuencias candnicas PRE, como B-caseina,

ciclina D1, Bcl-X y p21“™*

(Stoecklin et al. 1999; Cicatiello et al. 2004; Proietti et al. 2011), en un
llamado mecanismo “gendmico no cldsico”. En cualquier caso, para activar la transcripcion de
los genes blanco, el RP activado por su ligando recluta las enzimas remodeladoras de la
cromatina y el aparato transcripcional de la RNA polimerasa Il. Paradéjicamente, muchos de los
genes blanco del RP involucrados en el ciclo celular o la proliferacién, no contienen PREs
candnicos en sus regiones promotoras y por lo tanto estarian regulados por estos mecanismos
no cldsicos del RP independientes de su union directa al ADN (Faivre, et al., 2008). El RP puede
también mediar la transcripcidon y/o represién de genes de manera independiente de ligando
(Buser et al. 2007; Jacobsen et al. 2002).

El RP presenta un nivel basal de fosforilacion que aumenta sensiblemente en presencia
del ligando. Numerosos trabajos demostraron que su fosforilacidn es un importante mecanismo
de regulacion de su funcién. En particular, la fosforilacion inducida por ligando en la serina 294
esta mediada por accién de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) p42/p44
MAPKs, siendo necesaria para su actividad transcripcional y la posterior exportacién nuclear,
ubiquitinacion y degradacion citoplasmatica, demostrando la participacién de las MAPKs tanto
en la estabilidad como en la funcionalidad del receptor (Lange, et al., 2000; Shen et al., 2001,

Qiu et al., 2003).

2.2. Efectos no gen micos
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La regulacién transcripcional mediada por el RP abarca varios niveles de complejidad y
mecanismos intrincados involucrando acciones gendmicas (efectos transcripcionales directos) y
efectos rdpidos o no gendmicos. Estos ultimos fueron descubiertos a partir del hallazgo de vias
de regulacidon génica mediadas por el RP pero que no son dependientes de la unién del receptor
al ADN. Auricchio y colaboradores demostraron por primera vez que los progestagenos activan
en forma rapida la via Src/p21RAS/MAPKs a través del RP clasico ubicado en el citosol o cercano
a la membrana plasmatica, en células de carcinoma mamario T-47D (Migliaccio et al. 1998).
Luego se demostré que la activacion de la tirosina quinasa c-Src por el RP ocurre en forma
indirecta, mediante la interaccién de dos dominios presentes en el dominio amino terminal del
RP con el LBD del receptor de estrégenos (Ballaré et al. 2003). A su vez, este ultimo interactia
con c-Src mediante la unidn de los dominios SH2 de la quinasa y el residuo Tyr537 del receptor
de estrégenos. Sin embargo, los trabajos de Edwards y colaboradores determinaron una
interaccion directa entre el RP y la familia de quinasas Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001). La
presencia del sitio rico en prolinas, PPPPLPPR, presente entre los aminoacidos 421-428 del
dominio amino terminal del RP le permite interactuar con dominios SH3 de proteinas de la
familia Src activando en forma rapida la via Src/MAPKs luego del tratamiento con progesterona
(Figura 5). Tras la unién del ligando al RP o receptor de estrégenos, la interaccion proteina-
proteina con c-Src, libera una conformacion inhibitoria intermolecular permitiendo la auto-
activacion de c-Src. c-Src activa inicia la cascada de transduccion de sefiales via RAS/RAF/MAPK
(Migliaccio et al. 1998; Boonyaratanakornkit et al. 2001). Esta activacion ocurre fuera del nucleo
y seria inducida sélo por la isoforma B del RP debido a la distribucion principalmente nuclear
gue presenta la isoforma A (Boonyaratanakornkit et al. 2007). Las discrepancias observadas
podrian explicarse por la formacion de diferentes complejos dependiendo de la presencia de
diversas moléculas adaptadoras y transductoras de sefales (Lange, 2004). La isoforma B del RP,
pero no la A, ademas de activar rapidamente la sefializacion en el citosol (Boonyaratanakornkit
et al. 2001), media las acciones proliferativas de los progestagenos (Faivre et al. 2008) y es la

isoforma clave requerida para el desarrollo de la glandula mamaria (Mulac-Jericevic et al. 2003).
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Figura 5. Modelo de la funci n dual del RP. El RP modula en el citoplasma vias de sefializacion celular a través de
los dominios hormono dependientes SH3 y modula la transcripcién de genes en el nicleo asociandose
directamente al ADN a través de factores de transcripcion. Adaptado de Hagan et al. 2012 y V Boonyaratanakornkit

et al. 2001.

3. RECEPTOR DE PROGESTERONA Y CANCER DE MAMA

A pesar de los significativos avances logrados con respecto a la funcionalidad vy
estructura del RP in vitro, el progreso con respecto a la respuesta fisiolégica atribuible a este
receptor nuclear ha estado retrasado debido a la superposicién con las funciones de los
estrogenos, muchas de las cuales dependen de la activacién del RP. Los experimentos
realizados utilizando ratones knock-out y knock-in del RP demostraron que la sefial proliferativa
de la progesterona no sélo es esencial en la morfogénesis y funcion normal de la glandula

mamaria, sino también en el aumento de incidencia de tumores mamarios (Ismail et al. 2003).
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En estos experimentos, se observd que ratones normales para la expresidon de RP pero que
poseian una alta cantidad de progesterona circulante, tenian una mayor incidencia de tumores
mamarios, al ser tratados con el carcinégeno dimetil-benzantraceno (DMBA), en comparacioén a
los ratones knock-out del RP. Este estudio no sélo puso en evidencia la importancia de la
progesterona como un mitégeno enddcrino mamario, sino también avalé las conclusiones
obtenidas de aquellos estudios en los que se discute la relacidn riesgo-beneficio asociada a los
regimenes de HRTs post-menopdusicos que incluyen a la progesterona, mencionados
previamente en la Introduccién.

Los progestagenos son mitogénicos para células de cancer de mama y las protegen de la
apoptosis (Moore, et al., 2000; Faivre & Lange 2007). A pesar de que estos estudios aportan
conocimientos sobre las ventajas proliferativas que confieren los progestdgenos a los tumores
de mama humanos, no estdn dilucidados todos los mecanismos por los cuales los
progestagenos median la proliferacion.

En cuanto a la participacion de los efectos no gendmicos de los progestdgenos en la
regulaciéon del desarrollo del cancer de mama, permanece poco investigada. Los trabajos
pioneros de Auricchio y Edwards mencionados anteriormente abrieron el camino a la

exploracidon en este campo.

4. STAT3 Y PROGESTERONA

Las proteinas STATSs constituyen un punto de convergencia importante para muchas vias
de sefalizacion. En particular, se demostrd que las interacciones entre las vias de las STATs y de
los receptores de hormonas esteroideas, tienen una naturaleza bidireccional, en donde los
receptores de hormonas esteroideas regulan la transcripcién dependiente de STATs; y de
manera inversa, las STATs modulan la transcripcion mediada por hormonas esteroideas (De
Miguel et al. 2003; Stoecklin et al. 1999; Zhang et al. 1997; Takeda et al. 1998). En particular, el
grupo de la Dra. Horwitz ha demostrado interacciones funcionales entre progestagenos y STATs
en donde el tratamiento de la linea celular de cancer de mama humano T-47D con el

progestageno sintético R5020 indujo un aumento en los niveles de expresién de STAT3 y de
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STATS5 (Lange et al. 1998; Richer et al. 1998). En particular, la regulacion de STAT3 por
progestagenos se comprobd en el mesometrio decidual de ratas durante la prefiez, en donde la
progesterona aumentd el pool citoplasmatico de STAT3 (Liu & Ogle 2002). Este efecto fue
inhibido por el antagonista de progestagenos RU486, lo que prueba que la expresidon de STAT3
es, en este modelo, el resultado de la accién de la progesterona. Resultados consistentes con
estas lineas de evidencia se obtuvieron también de un andlisis de la expresion de STAT3
fosforilada en lineas celulares de cdncer de mama y en tejidos de cancer de mama invasivo, que
mostraron que los altos niveles de fosforilacion de STAT3 en el residuo Tyr705 estdn
significativamente asociados a la expresién del RP (Hsieh, et al. 2005).

En nuestro laboratorio también contribuimos con nuevos hallazgos sobre la relacion
entre STAT3 y los progestagenos en cancer de mama. En particular, hemos demostrado que los
progestagenos inducen la rapida fosforilacidon en la Tyr705 de STAT3 (pSTAT3Tyr705), a través
de un mecanismo dependiente de las Janus quinasas (JAKs) y c-Src. Estos efectos sobre la
activacion de c-Src y JAKs dependen de RP, mostrando que a través de una via de sefializacién
rapida, RP es capaz de activar STAT3. A su vez, hemos observado que el progestdgeno sintético
acetato de medroxiprogesterona (MPA), estimula la asociacion entre RP y STAT3, la
translocacién nuclear de STAT3, su unién al ADN y su activacién transcripcional. Esta activaciéon
transcripcional inducida por MPA es un requisito para la estimulaciéon del crecimiento de las
células de cancer de mama murinas y humanas (Proietti et al. 2005). Estos hallazgos proveyeron
la primera evidencia sobre la participacion de STAT3 en el crecimiento celular del cancer de
mama inducido por progestagenos y respaldan la participacién de STAT3 en la proliferacién de

células de cancer de mama ya descripta (Figura 6) ( Proietti et al. 2005).
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Figura 6. Interacci n entre las v as del RP y de STATs en c lulas de carcinoma mamario. Los progestagenos (ej:
MPA) interactuan con el RP, el cual, mediante efectos no gendmicos, activa las vias de las quinasas JAKs y Src. Estas
quinasas citoplasmaticas activas fosforilan a STAT3, el cual dimeriza y transloca al nucleo en donde se une a
secuencias especificas en el ADN y modula la expresion de genes relacionados con la proliferacién y la

supervivencia.

En particular, ha sido demostrado que las STATs regulan la proliferacion celular a través
de distintos mecanismos, como por ejemplo, inhibiendo la apoptosis (Takeda et al. 1998), o
modulando la expresion de genes necesarios para la proliferacion (Fukada et al. 1996), como es
el caso de los genes de ciclinas (ciclina D1) (Bromberg et al. 1999; Leslie et al. 2006) y de ciclinas
dependientes de quinasas (CDKs) (Kaplan et al. 1998). Asimismo STAT3 regula, por ejemplo, la
transcripcién del gen c-Myc, un regulador critico del crecimiento celular. El producto de este

gen estd modulado coordinadamente por multiples sefiales en funciones celulares diversas
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tales como crecimiento, diferenciacién y muerte, tanto en células normales como en

transformadas (Kiuchi et al. 1999).

5. FOFORILACION DE STAT3 EN SERINA

5.1. Los sitios de fosforilaci n en serina de STATs est n en su dominio de activaci n
transcripcional

Originalmente se pensaba que las proteinas de la familia STAT podian ser fosforiladas
Unicamente en un residuo tirosina. Sin embargo, ahora es bien conocido que también pueden
ser fosforiladas en un residuo serina (Decker & Kovarik 2000). Considerando que un segundo
evento de fosforilacién permitiria modular mas finamente la actividad de una proteina, muchos
grupos de investigacién han estudiado qué aspectos de la funciéon de STATs estan siendo
regulados por cada sitio de fosforilacidon y con qué consecuencias para la respuesta a distintos
estimulos. A su vez, a lo largo de estos afios también se ha hecho mucho hincapié en Ia
identificacidn de las quinasas responsables de dichas fosforilaciones.

La funcion de transactivacion de las proteinas STATs reside en su dominio C-terminal, ya
gque su eliminacion genera proteinas transcripcionalmente inactivas, resultando
frecuentemente en alelos dominantes negativos (Caldenhoven et al. 1996; Onishi et al. 1996;
Shuai 2000). En particular, se observé en la regiéon C-terminal de STAT 1, 3 y 4 un motivo PMSP
perfectamente conservado entre las posiciones 720 y 730 (Wen, et al. 1995). Las secuencias
PMSP son potenciales sitios de fosforilacidon de quinasas dirigidas a prolinas, como es el caso de
las quinasas de la familia MAP (Clark-Lewis, et al. 1991). Las MAPKs fosforilan sustratos en sitios
consenso de fosforilacién, residuos serina o treonina seguido de una prolina, o secuencias
PX(S/T)P. En 1995, el grupo de Darnell describié que STAT1 y STAT3 podian ser fosforiladas en
el residuo Serina 727 (Ser727) del dominio de activacién transcripcional (Wen et al., 1995). En
particular, la Ser727 de STAT3 puede ser fosforilada en respuesta a diversos estimulos y existen
numerosas evidencias que describen su relevancia en la modulacion de la actividad

transcripcional de la proteina (Decker et al. 2000; Wen et al 1995). Las consecuencias bioldgicas



Pagina |56

de dicha fosforilacion se estudiaron usando proteinas mutantes en donde la Ser727 fue
reemplazada por una alanina (S727A). En base a este tipo de estudios, se pudo determinar que
el rol bioldgico de la fosforilacion de STAT3 en Ser727 varia de acuerdo con el estimulo y/o
contexto celular (Sasse et al. 1997). Mientras algunos estudios demuestran que la fosforilacion
en serina aumenta la actividad transcripcional (Wen, et al. 1995; Wen et al. 1997), otros
trabajos proponen que la fosforilacién en serina induce una actividad inhibitoria (Chung et al
1997; Lim & Cao, 1999). Por ejemplo, se sabe que STAT3 participa en la transformacion de
fibroblastos mediada por v-Src (Bromberg, et al, 1998; Turkson et al., 1998, 1999) y que dicha
transformacién depende de la fosforilacion de STAT3 en Ser727 (Bromberg et al. 1998),
demostrando la relevancia de este sitio de fosforilacion en la transformacidon oncégenica. A su
vez, experimentos de sustitucion del alelo salvaje de STAT3 por el mutante STAT3S727A
revelaron la importancia de la fosforilacion en STAT3 Ser727 en la supervivencia postnatal y el

crecimiento de ratones (Shen et al., 2004).

5.2. Quinasas que participan en la fosforilaci n en serina de STAT3

La fosforilacion de STATs en serina puede ocurrir a través de diferentes vias de
transduccion de sefiales. Como mencionamos anteriormente, las proteinas MAPKs (p42/p44
MPKs, JNK o p38MAPK) juegan un papel importante en la fosforilacion del motivo PMSP.
Mediante el uso de inhibidores especificos de estas vias se encontré que las proteinas STAT1, 3,
4 y 5 son un blanco de fosforilacion de MAPK (p42/p44, p38, INKs) activadas por factores de
crecimiento (Decker & Kovarik 2000). Existe evidencia convincente de que las proteinas
p42/p44 MAPK son quinasas rio arriba de STAT3 cuando éstas son activadas por receptores
tirosina quinasas o por receptores de citoquinas (Ng & Cantrell 1997). También se ha descripto
la fosforilaciéon de la serina de STAT3 por activacién de la via JNK por irradiacion con UV o
mediante la exposicién a sefiales inflamatorias, como TNF y LPS (Zhang et al., 2001; Lim & Cao
1999). Con respecto a la via de p38MAPK, también se ha encontrado que la fosforilacion en
serina de STAT3 es sensible a la inhibicidon de esta via (Gohet al., 1999). También se describieron

otras quinasas capaces de fosforilar a STAT3 en este residuo. La proteina quinasa C delta,
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activada por distintos estimulos, como la IL-6 u oncostatina M, fosforila a STAT3 en Ser727 (Jain
et al., 1999; Lacreusette et al. 2009). Por otro lado, la proteina quinasa C épsilon, ha sido
relacionada con la fosforilacion de STAT3 en Ser727 en céncer de prdstata (Aziz et al. 2007). Por
ultimo, se ha demostrado que la quinasa mTOR media la activacion de STAT3 en el residuo
serina inducido por IL-6 en neuroblastoma y en hepatocarcinoma celular (Qin et al., 2008;

Yokogami, et al. 2000).

6. CICLINA D1 Y CANCER DE MAMA

La ciclina D1 pertenece a la familia de ciclinas tipo D que regulan la progresién del ciclo
celular en G1-S (Quelle et al. 1993). La ciclina D1 actia mediante la activacion de quinasas
dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan e inactivan a la proteina retinoblastoma. Sin
embargo, algunos hallazgos indican que ciclina D1 podria promover la progresion del ciclo
celular a través de mecanismos independientes de Cdk, como la interaccién y modulacion de la
actividad de factores de transcripcion (Arnold & Papanikolaou 2005). La ciclina D1 es un
conocido oncogen que se encuentra amplificado y/o sobreexpresado en una gran proporcion
de cadnceres humanos, incluyendo cdncer de colon, linfoma, melanoma y cancer de prdstata
(Ewen & Lamb 2004). Especificamente ciclina D1 es uno de los genes mas comunmente
sobreexpresados en cancer de mama humano (hasta el 50/ de adenocarcinomas mamarios)
(Arnold & Papanikolaou 2005). La actividad oncogénica de ciclina D1 en la gldndula mamaria fue
confirmada por modelos en ratones modificados genéticamente, donde la sobreexpresién de
ciclina D1 provocé el desarrollo de carcinomas mamarios (Wang et al. 1994), mientras que la
ablacidon de ciclina D1 resulté en la resistencia al cancer de mama inducido por varios
oncogenes en ratones (Yu, et al. 2001). Interesantemente, en células epiteliales mamarias la
expresion de ciclina D1 es inducida por estrégenos y progesterona (Sutherland, et al. 1998),
actuando a través del receptor de estrégenos (a y B) y el RP (A y B) a pesar de no tener
elementos respondedores a estas hormonas en el promotor proximal. La amplificacién del gen
de ciclina D1 se encuentra sélo en una minoria de canceres de mama que sobreexpresan ciclina

D1, indicando que la activacién transcripcional patogénica de este gen por factores como el RP
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o el receptor de estréogenos podria ser un mecanismo importante para inducir su
sobreexpresion. Experimentos de silenciamiento de ciclina D1 en células de cancer de mama
confirmaron la correlacién que existe entre los niveles de expresién de ciclina D1 y la
proliferacién celular, sugiriendo a ciclina D1 como un blanco terapéutico potencial para el

cancer de mama (Arnold & Papanikolaou 2005; Grillo et al. 2006).

Como hemos mencionado, existen varias quinasas activadas por un gran nimero de
ligandos implicadas en la fosforilacion de STAT3 en serina. Sin embargo, no existen reportes
qgue vinculen la activacién de STAT3 en Ser727 en respuesta a progesterona. Teniendo en
cuenta que la progesterona induce la activacién de la via de MAPKs en células de cancer de
mama, y que ésta via estd involucrada en la fosforilacion de STAT3 en Ser727, decidimos
estudiar la fosforilacion en serina de esta proteina como un nuevo efecto no genémico de RP y
explorar su significado biolégico como mediadora de la expresion del gen de ciclina D1,

proteina intimamente relacionada con el desarrollo y la progresién de esta patologia.
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OBIJETIVO GENERAL (CAPITULO 1)

Estudiar los efectos no gendmicos del receptor de progesterona que activan a STAT3 en

células de cancer de mama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la capacidad de los progestagenos de activar a STAT3 mediante su fosforilacién

en el residuo Ser 727.

e Evaluar la capacidad de los progestagenos de promover la expresion de ciclina D1

mediante la fosforilacion de STAT3 en Ser727.

e Explorar la importancia de la fosforilacién de STAT3 en Ser727 en la proliferaciéon de

células de cancer de mama in vitro e in vivo inducida por progestagenos.

e Correlacionar las caracteristicas clinicopatoldgicas de pacientes con tumores de mama

invasivos con la fosforilacion de STAT3 en Ser727.



Pagina |60

RESULTADOS (CAPITULO 1)

1. El acetato de medroxiprogesterona (MPA) induce la fosforilaci n STAT3 en el residuo

serina 727

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el MPA induce la
fosforilacién de STAT3 en el residuo Tyr705 a través de una via de sefalizacién dependiente de
las proteinas quinasas JAKs y Src y su consecuente activacién transcripcional en células de
cancer de mama humano, T-47D, y en las células C4HD progestdgeno-dependientes (Figura 6)
(Proietti et al. 2005). En trabajo de Tesis decidimos evaluar la fosforilacion de STAT3 por MPA
en el otro residuo de fosforilacidon descripto, la Ser727. Para ello, tratamos células C4HD in vitro
con MPA durante distintos tiempos y analizamos mediante Western Blot (WB) la fosforilacion
de STAT3Ser727 (pSTAT3Ser727). La estimulaciéon de las células C4HD con MPA indujo la
fosforilacién de STAT3Ser727, desde los 5 min, manteniéndose elevada hasta los 30 min (Figura
7 A, panel superior). Los efectos estimulatorios del MPA sobre pSTAT3Ser727 fueron inhibidos
por la pre-incubacion con el antagonista del receptor de progesterona RU486 (Figura 7 B, panel
izquierdo), y por el silenciamiento de la expresion del gen del RP con siRNAs (Figura 7 B, panel
de la derecha). En la Figura 7 B (panel de la derecha) se muestra que el siRNA contra RP
efectivamente silenciéd en un 90/ la expresion de RP. En la linea celular de cdncer de mama
humano T-47D, también se observé la activacién de STAT3Ser727 inducida por MPA, con una
cinética de fosforilacién similar a la de las células murinas (Figura 7 A, panel inferior). Para
explorar mas exhaustivamente el rol del RP, se repitieron los experimentos en la linea celular T-
47D-Y, derivada de la linea T-47D, que no expresa RP (Sartorius et al. 1994). Encontramos que
en estas células, el MPA no tuvo efecto sobre la fosforilacion de STAT3 en Ser727. Sin embargo,
en las células T-47D-Y transfectadas establemente con la isoforma B del RP (T-47D-Y-RP-B), el
tratamiento con MPA indujo una fuerte fosforilacion de STAT3Ser727 (Figura 7 C). Estos
resultados indican que el MPA regula la fosforilacion de STAT3 en el residuo Ser727 actuando a

través del receptor clasico de progesterona.
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Figura 7. El tratamiento con MPA induce la fosforilaci n de STAT3 en Ser727 a trav s del receptor cl sico de
progesterona en c lulas de ¢ ncer de mama. (A) Células CAHD (panel superior) o T-47D (panel inferior) fueron
tratadas con MPA 10 nM durante los tiempos indicados. Se prepararon extractos celulares que se analizaron por
WB utilizando anticuerpos contra la forma fosforilada en serina de STAT3 en el residuo 727 (pSTAT3Ser727) o
contra fosfo p42/p44 MAPK. Las membranas fueron luego sometidas a stripping y reveladas con un anticuerpo

contra STAT3 y contra p42/p44 MAPK. La B-tubulina fue usada como control de carga. Los WB mostrados son
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representativos de cinco experimentos. (B) Células C4HD fueron pretratadas con RU486 10 nM durante 90 min y
luego tratadas con MPA 10 nM durante 10 minutos (izquierda). Células C4HD fueron transfectadas durante 72 h
con 25 nM de ARNs de interferencia (siRNAs) dirigidos contra RP o con siRNA control como control de especificidad
y luego tratadas con MPA 10nM durante 10 min (derecha). En el panel inferior derecho se muestran los WB de
extractos de células C4HD transfectadas con 25 nM de siRNAs contra RP o control durante 72 h, para controlar la
eficiencia del silenciamiento de RP con los siRNAs, que fue de un 90/ . Los extractos proteicos se analizaron por
WB como en (A). (C) Las células T-47D-Y y T-47D-Y-RP-B fueron tratadas con MPA 10 nM durante los tiempos
indicados. Los extractos proteicos se analizaron por WB como en (A). En todos los casos las bandas fueron
cuantificadas usando el programa Image J y la densitometria de las fosforilaciones fue normalizada a la proteina
total. Esta relacion en células sin tratar fue considerada como 1. (A-C) La sefial de pSTAT3Ser727 sobre STAT3 total
esta representada en los graficos de barra (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Las barras indican la media de veces
de induccién t ES de tres experimentos. La disminucidn de la fosforilacidn en las células C4HD causada por el siRNA

contra RP con respecto a las transfectadas con siRNA Control también es significativa (p<0,001).

2. El MPA induce la fosforilaci n de STAT3Ser727 a trav s de la v a de se alizaci n de c-
Src/p42/p44 MAPK

La activacién de la proteina quinasa c-Src por progestagenos en células de tumores
mamarios ha sido estudiada, incluso en el modelo tumoral murino C4HD (Migliaccio et al. 1998;
Boonyaratanakornkit et al. 2001; Proietti et al. 2005). Trabajos pioneros han definido al
dominio rico en prolinas del RP humano como absolutamente necesario para su interaccidén con
c-Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001) y la consiguiente activacidén de cascadas de sefializacién
en respuesta a progestagenos (Boonyaratanakornkit et al. 2001; Migliaccio et al. 1998).
Quisimos entonces explorar si la activaciéon de c-Src estaba involucrada en la fosforilacién de
STAT3Ser727 mediada por progestagenos. Para evaluar esto, se utilizé la linea celular T-47D-Y
transfectada establemente con una mutante de la isoforma B del RP (T-47D-Y-RP-BmPro). Esta
mutante tiene las tres prolinas 422, 423 y 427, ubicadas en el dominio rico en prolinas del RP,
reemplazadas por alanina, de manera que esta mutante es incapaz de activar las vias rapidas de
sefializacion, incluyendo a c-Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001; Carnevale et al. 2007). No se
observd pSTAT3Ser727 en respuesta a MPA en las células T-47D-Y-RP-BmPro (Figura 8 A), lo

gue sugiere que c-Src activado por progestagenos participa de la sefializacién que conduce a la
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fosforilacion de STAT3 en Ser727. Ademas, la inhibicion de la actividad de c-Src utilizando los
inhibidores farmacoldgicos PP2 y Dasatinib, impidio la fosforilacion de STAT3 inducida por MPA
en el residuo Ser727de las células T-47D (Figura 8 B, panel de la izquierda). A pesar de que el RP
murino carece de la secuencia poliprolina, éste es capaz de interactuar con c-Src. En nuestro
laboratorio hemos demostrado previamente que el tratamiento con MPA de células murinas
C4HD durante 2 a 10 min induce una fuerte fosforilacion de c-Src en su residuo Tyr416 (Proietti
et al. 2005). El bloqueo de la activacidon de c-Src inducida por MPA por el tratamiento de las
células C4HD con el inhibidor farmacolégico PP2 condujo a la inhibicidn de la fosforilaciéon de

STAT3Ser727 en estas células murinas (Figura 8 B, panel de la derecha).
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Figura 8. c-Src media la activaci n de STAT3Ser727 inducida por MPA. (A) Las células T-47D-Y-RP-BmPro fueron
tratadas con MPA 10 nM por los tiempos indicados. Las células T-47D se muestran como control de la fosforilacion
de STATSer727. Los extractos proteicos se analizaron por WB como en la figura 6. (B) Las células T-47D fueron
tratadas con MPA 15 min (pSTAT3Ser727) o 2 min (pSrc y pp42/p44 MAPK) o preincubadas durante 90 min con
PP2 o Dasatinib antes del tratamiento con MPA (panel de la izquierda). Las células C4HD fueron tratadas con MPA
durante 10 min o fueron preincubadas con PP2 10 uM durante 90 min previo al estimulo con MPA (panel de la
derecha). Se realizaron extractos celulares que fueron analizados por WB utilizando anticuerpos contra las
fosfoproteinas indicadas. Las membranas se revelaron, después de ser sometidas a stripping, con anticuerpos

contra las proteinas totales. Los WB mostrados son representativos de entre tres y cuatro que se hicieron con
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resultados similares. En todos los casos, las bandas fueron cuantificadas y representadas en graficos de barra como
se describid para la figura 7 (**, p <0,01). La densitometria de las bandas de las fosfo-proteinas normalizadas con
las proteinas totales mostré un aumento significativo de la fosforilacion de c-Src en las células tratadas con MPA

comparando con las no tratadas (p<0,001).

Es ampliamente conocido que los progestagenos activan a las serina/treonina quinasas
p42/p44 MAPK a través de la sefalizacién via c-Src (Ballaré et al. 2003; Migliaccio et al. 1998).
Como mencionamos anteriormente, la Ser727 de STAT3 se encuentra en un motivo conservado
gue se parece a los motivos consenso en las proteinas blanco de MAPK (Decker & Kovarik
2000). Por lo tanto, hipotetizamos que p42/p44 MAPK estaria involucrada en la fosforilacién de
STAT3 en Ser727 inducida por progestagenos. En la figura 7 se confirmo que el MPA induce una
rapida fosforilacion de p42/p44 MAPK en células C4HD y T-47D. Esta activacidn inducida por
MPA se observo entre los 2 y los 5 min después del tratamiento y fue previa a la fosforilacién de
STAT3Ser727 (Figura 7 A). La figura 9 muestra que la inhibicion de la via de p42/p44 MAPK,
utilizando el inhibidor farmacoldgico U0126, impidid la fosforilacién de STAT3Ser727 mediada
por MPA en las células C4HD (Figura 9 A). Para determinar si p42/p44 MAPK activada por MPA
era capaz de fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727 in vitro, realizamos un ensayo de
fosforilaciéon con ATP no radioactivo. La quinasa p42/p44 MAPK fue inmunoprecipitada de
células T-47D tratadas o no con MPA durante 2 min, y de células T-47D en las cuales la
activacion de p42/p44 MAPK habia sido blogqueada con U0126. Por otro lado
inmunoprecipitamos STAT3 a partir de extractos de células no estimuladas y la utilizamos como
una fuente de STAT3 no fosforilado en este ensayo. Como se muestra en la Figura 9 B, las
quinasas p42/p44 MAPK activada por MPA fueron capaces de fosforilar a STAT3 en el residuo
Ser727. Ni las quinasas provenientes de células sin tratar, ni las inactivadas por U0126
indujeron la fosforilacién de STAT3 (Figura 9 B). En su conjunto, estos resultados sugieren
fuertemente que p42/p44 MAPK son las quinasas activadas por MPA responsables de la

induccion de la fosforilacion de STAT3 en Ser727.
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Figura 9. p42/p44 MAPK media la fosforilaci n de STAT3Ser727 inducida por MPA. (A) Células C4HD fueron

p42/p44 MAPK

tratadas con MPA o preincubadas por 90 min con U0126 previo al tratamiento con MPA. Se realizaron WB para
pSTATSer727 (panel de arriba) y pp42/p44 MAPK (panel de abajo). Las membranas fueron sometidas a stripping y
reveladas contra la proteina total. Los WB mostrados son representativos de cuatro que se realizaron con
resultados similares. En todos los casos, las bandas fueron cuantificadas y representadas en graficos de barra como
se describid para la figura 7 (***, p < 0,001). La densitometria de las bandas de las fosfo-proteinas normalizadas
con las proteinas totales mostré un aumento significativo de la fosforilacién de p42/p44 MAPK en las células
tratadas con MPA comparando con las no tratadas (p<0,001). (B) Las células T-47D fueron tratadas o no con MPA
durante 2 min, o preincubadas con U0126 90 min antes de la estimulacion con MPA. Los extractos proteicos
fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo anti p42/p44 MAPK a partir de 500 ug de proteinas de cada
tratamiento. STAT3 fue inmunoprecipitado de 500 ug de extractos proteicos de células no estimuladas y fue usado
como sustrato en la reaccion de fosforilacidn in vitro. La reaccidn de fosforilacion in vitro fue realizada como se
describe en Materiales y Métodos. Las proteinas fueron separadas por electroforesis, transferidas a nitrocelulosa y
los inmunoblots fueron realizados en la parte inferior con un anticuerpo anti pp42/p44 MAPK. La parte superior
fue revelada utilizando un anticuerpo anti pSTAT3Ser727. La membrana fue sometida a stripping y re-incubada con
un anticuerpo anti las proteinas totales. El experimento se repitié tres veces con resultados similares. IP:
Inmunoprecipitacion. Las bandas de pSTAT3Ser727 fueron cuantificadas y normalizadas con las bandas de STATS3.

Las células sin tratar fueron consideradas como 1.
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Los progestagenos promueven la fosforilacion de STAT3 en el residuo Ser727 a través
del receptor clasico de progesterona y por medio de la activacion de las vias de senalizacidn

de c-Srcy p42/p44 MAPKs.

3. MPA requiere la fosforilaci n de STAT3Ser727 para lograr m xima activaci n

transcripcional de STAT3

A continuacion nos propusimos estudiar las consecuencias bioldgicas de la fosforilacidon
de STAT3 en Ser727 inducida por MPA. Por un lado, como se mencionara anteriormente, en
nuestro laboratorio se ha demostrado que la fosforilacién de STAT3 en la Tyr705 es necesaria
para la activacién transcripcional de STAT3 y para promover la proliferacién de las células de
cancer de mama inducida por progestdgenos in vitro e in vivo (Proietti et al. 2005). Por otro
lado, existen numerosos trabajos que proponen que la fosforilaciéon de STAT3Ser727 es
requerida para alcanzar una maxima activacién transcripcional. Por lo tanto, nos preguntamos
si la fosforilacion del residuo Ser727 era necesaria para la activaciéon transcripcional de STAT3
inducida por progestagenos observada en trabajos previos (Proietti et al. 2005; Béguelin et al.
2010). Para ello, las células C4HD fueron co-transfectadas con el vector de expresion
STAT3S727A, que lleva una sustitucion de serina por alanina en el codén 727, junto con un
plasmido reportero que contiene cuatro copias del sitio de unién de STAT3 de alta afinidad
“m67”, denominado 4xm67-tk-luc (Bromberg et al. 1999). Como control, junto con el plasmido
reportero las células fueron co-transfectadas con el vector de expresiéon de STAT3 salvaje o
wilde-type o con un vector vacio. Al igual que lo observado previamente por nuestro grupo, el
MPA induce la activacién transcripcional de STAT3 (Figura 10 A) (Proietti et al. 2005). La
transfeccidon con STAT3S727A inhibié la capacidad del MPA de activar el pldsmido reportero
m67-Luc (Figura 10 A). Estos datos indican que la fosforilacion de STAT3Ser727 es necesaria
para la maxima activacion transcripcional de STAT3 inducida por MPA. Por estudios de Western
blots se observd una expresion similar de STAT3WT y STAT3S727A en las células C4HD

transfectadas (Figura 10 B)
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Figura 10. Las fosforilaci n de STAT3 en Ser727 es un requisito para la activaci n transcripcional de STAT3. (A)
Las células C4HD fueron transfectadas durante 48 h con 1 ug/ml de un plasmido reportero de luciferasa que
contiene cuatro copias del sitio de unién a STAT3 de alta afinidad “m67” (p4xm67-tk-luc). Las células se
cotransfectaron junto con 10 ng/ml de luciferasa Renilla y con 2 pg/ml del vector de expresion de STAT3WT,
STAT3S727A o un vector vacio (pcDNA 5/FRT). Luego de 24 h de ayuno, las células fueron tratadas o no con MPA
10 nM durante 24 h. Las actividades luciferasa y renilla fueron medidas como se describi6 en Materiales y
Métodos. Los resultados se expresan cdmo veces de induccidn de la actividad luciferasa con respecto a células sin
tratar con MPA. Los datos representan la media de tres experimentos independientes + ES (*p<0,05, **p<0,01). (B)
WB de los extractos proteicos de las células transfectadas con pcDNA5/FRT, STAT3WT y STAT3S727A, en los que se
evaluaron los niveles de STAT3WT-GFP y de STAT3S727A-GFP.

4. La fosforilaci n de STAT3Ser727 participa en el mecanismo de expresi n de ciclina D1

inducida por MPA

Para explorar la relevancia bioldgica de STAT3Ser727, se estudid la regulacion de la
expresion de ciclina D1 por progestagenos, ya que se trata de un gen particularmente atractivo
por su rol en el crecimiento del cancer de mama y presenta sitios de unién a STAT3 en su
promotor proximal (Leslie et al. 2006). La induccién del gen de ciclina D1 por progestagenos ya
ha sido demostrada en lineas celulares de cancer de mama humano (Boonyaratanakornkit et
al., 2007; Faivre et al. 2005; Musgrove et al., 1993; Sutherland & Musgrove, 2004) y murinos
(Béguelin et al., 2010). Resulta importante destacar que la regidon proximal de 1 kb del

promotor de ciclina D1 no contiene sitios de unién a RP candnicos (PREs) (Skildum, et al. 2005).
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Esto hace que el promotor de ciclina D1 sea un modelo ideal para investigar si la fosforilacidn
de STAT3 en Ser727 es requerida para promover la expresion génica mediada por
progestagenos de manera independiente de la unidn de RP a sus sitios PREs. Células C4HD y T-
47D fueron transfectadas con una construccion del promotor de ciclina D1 humano de 1745
pares de bases de longitud, ubicado rio arriba del gen de la luciferasa. Este promotor
(esquematizado en la figura 11 A) contiene seis sitios de unién a STAT3, denominados sitios GAS
(por gamma interferon activating site, de secuencia TTN 5 AA), en las posiciones -984, -568, -
475, -239, -68 y -27, y fue descripto previamente por Bromberg y colaboradores (Leslie et al.
2006). A su vez, las células fueron co-transfectadas con un vector vacio, o con un vector de
expresion de STAT3 salvaje o con un vector de expresion de STAT3S727A. El tratamiento con
MPA de ambos tipos celulares dio como resultado un aumento de la actividad de promotor de
ciclina D1 en las células transfectadas con el vector vacio o con STAT3WT (Figura 11 B). Por otra
parte, la transfeccion con STAT3S727A inhibié los efectos del MPA en la activacién del

promotor de ciclina D1 en estas células (Figura 11 B).
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Figura 11. La fosforilaci n de STAT3 en Ser727 regula la activaci n del promotor de ciclina D1 inducida por MPA.
(A) Esquema de la construccién del promotor de ciclina D1 humano de 1745 pb de longitud ubicado rio arriba del
gen de la luciferasa. Los rectangulos celestes representan los sitios GAS. (B) Las células C4HD (izquierda) o T-47D
(derecha) fueron transfectadas durante 48 o 24 h, respectivamente, con 1 pug/ml del plasmido reportero -1745

ciclina D1-luc. Las células se co-transfectaron junto con 10 ng/ml de luciferasa Renilla y con 2 pg/ml de un vector
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vacio (pcDNA 5/FRT) o del vector de expresién de STAT3WT, STAT3S727A. Luego de 24 h de ayuno, las células
fueron tratadas o no con MPA 10 nM durante 18 h. Las actividades luciferasa y renilla fueron medidas como se
describié en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran como veces de inducciéon de la actividad luciferasa
con respecto a células sin tratar con MPA. Los datos representan la media de tres experimentos independientes +

ES (*, p<0,05, **, p<0,01).

Los ensayos que se muestran en las figuras 10 y 11 indican que la proteina STAT3S727A
estaria actuando como un dominante negativo del STAT3 enddgeno. Por ultimo, nos
propusimos determinar la participacion de pSTAT3Ser727 en la induccion de la expresién de la
proteina ciclina D1 por MPA. La transfeccion con STAT3S727A inhibié la induccién de la

expresion de ciclina D1 estimulada por MPA en células CAHD y T-47D (Figura 12).
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Figura 12. La expresi n de la prote na ciclina D1 es inducida por MPA a trav s de un mecanismo dependiente de
la fosforilaci n de STAT3 en Ser 727. Las células C4HD (A) o T-47D (B) fueron transfectadas o no con 1pg/ml de los
pldsmidos pcDNA5/FRT, STAT3WT o STAT3S727A durante 48 h; después de 24 h de ayuno fueron tratadas con MPA
10 nM durante 24 h. Los niveles de expresion de ciclina D1 fueron analizados por WB a partir de los extractos
proteicos. Se reveld B-tubulina como control de carga. Las bandas fueron cuantificadas usando el software Image J
y los valores obtenidos para ciclina D1 fueron normalizados a los de B-tubulina. Las células sin tratamiento con
MPA fueron consideradas 1. Estos experimentos se repitieron cuatro veces con resultados similares. El analisis de
los resultados demostré que los incrementos en ciclina D1 inducidos por el tratamiento con MPA en células
transfectadas con el vector vacio y con STAT3WT en comparacién con las células sin tratar y la inhibicién causada

por la transfeccion con STAT3S727A fueron significativos (p<0,01).

En conjunto, nuestros resultados indican que la fosforilacion de STAT3Ser727 es
necesaria para la mdaxima activacion transcripcional de STAT3 inducida por MPA. En

particular, esta fosforilacion es bioldgicamente relevante en la induccién de la expresion de
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ciclina D1 por progestagenos. A su vez, estos resultados sugieren que la proteina STAT35S727A

esta actuando como un dominante negativo del STAT3 endégeno.

5. La fosforilaci n de STAT3Ser727 es requerida para la uni n de STAT3 al promotor de ciclina
D1

Con el objetivo de explorar la participacion de pSTAT3Ser727 en la asociacién especifica
de STAT3 con la cromatina en un contexto de células vivas, utilizamos la técnica de
inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChIP). En un trabajo previo del laboratorio, se demostrd
el reclutamiento de STAT3 a sitios GAS del promotor de ciclina D1 luego del tratamiento con
MPA. En esta oportunidad, nos preguntamos si la fosforilacién de STAT3 en Ser727 es necesaria
para el reclutamiento de STAT3 a estos sitios GAS. Para abordar esta cuestion, se transfectaron
células T-47D con un vector vacio, o con el vector de expresidon de STAT3WT o de STAT3S727Ay
se trataron o no con MPA durante 30 min. Luego se inmunoprecipité la cromatina con un
anticuerpo anti-STAT3 o anti-IgG como control de especificidad. Para la reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR) se empleé un par de primers que flanquea los sitios GAS -948 del promotor
de ciclina D1 humano, representados con flechas rojas en el esquema de la figura 13 A.
Conforme a lo reportado previamente, el MPA indujo la unién de STAT3 al sitio -948 en células
transfectadas con el vector vacio, y también en células que expresan STAT3WT (Figura 13 B)
(Béguelin et al., 2010). Por otro lado, el bloqueo de la fosforilacién de STAT3Ser727 inhibid la
ocupaciodn de STAT3 en los sitios GAS del promotor de ciclina D1. Estos resultados revelan que
la fosforilacidn de STAT3 en residuo Ser727 es necesaria para el reclutamiento in vivo de STAT3

en el promotor de ciclina D1 luego del tratamiento con MPA.
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Figura 13. MPA induce el reclutamiento de STAT3 al promotor de ciclina D1 v a pSTAT3Ser727. (A) Esquema del
gen de ciclina D1 humano, los triangulos verdes representan los sitios GAS, las flechas rojas, los pares de primers
utilizados para la PCR en tiempo real (las secuencias de los primers estan detalladas en los Materiales y Métodos).
Bajo las flechas se indican las posiciones de los extremos 5’ de los primers forward y reverse. Se muestra como “+1” el
sitio de inicio de la transcripcion. (B) Se realizd la técnica de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP) sobre
extractos de células T-47D. Las células fueron transfectadas con pcDNAS5/FRT, STAT3WT, STAT3S727A o no
transfectadas tratadas o no con MPA 10 nM por 30 min y se prepararon las cromatinas, como se describe en
Materiales y Métodos, para inmunoprecipitar la cromatina, se utilizaron anticuerpos anti-STAT3 o IgG de conejo
como control de especificidad. EI ADN inmunoprecipitado y el total (como control de carga) se amplificé mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Los valores arbitrarios obtenidos para cada muestra fueron divididos por los obtenidos
para el ADN total sin inmunoprecipitar para cada tratamiento, estableciendo en 1 los valores de las muestras sin
tratar, y determinando las veces de incremento de ADN inmunoprecipitado relativo a la muestra sin tratar

correspondiente. Los resultados representan la media de dos experimentos independientes * ES (**, p<0,01).

6. La fosforilaci n de STAT3 en Ser727 es esencial para la proliferaci n de c lulas de ¢ ncer de

mama progest geno-dependiente

Con el propdsito de investigar la correlacion entre la fosforilacién de STAT3Ser727

inducida por MPA vy la proliferacion celular, examinamos la respuesta proliferativa in vitro a



Pagina |72

MPA de células C4HD y T-47D transfectadas con un vector de expresién de STAT3WT o de
STAT3S727A o con el vector vacio correspondiente. La proliferacién se evalud por incorporacién
de timidina-[>H] a las 48 h o0 24 h de tratamiento MPA, respectivamente. Como se muestra en la
Figura 14, la expresion de la mutante STAT3S727A tuvo un efecto inhibitorio sobre la
proliferacién inducida por MPA en las células de cancer de mama humanas y murinas, en

comparacion con las células transfectadas con STAT3WT o con un vector vacio y estimuladas

con MPA.
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Figura 14. La fosforilaci n de STAT3 en Ser727 es necesarias para la proliferaci n in vitro de c lulas de ¢ ncer de
mama. Se transfectaron las células C4HD (izquierda) y T-47D (derecha) durante 24 h con los plasmidos pcDNA5/FRT,
STAT3WT o STAT3S727A. Después de 24 h de ayuno fueron tratadas con MPA 10 nM durante 24 o 48 h

respectivamente o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporacién de timidina-["H] se utilizé como una medida

de la sintesis de ADN. Los datos se presentan como la media de las cpm + DE de octuplicados. Las diferencias
significativas fueron calculadas contra las células transfectadas con el vector vacio o con STAT3WT sin tratar (***,

p<0,001). Se muestra un experimento representativo de tres.

La proliferacién de células T-47D transfectadas con STAT3S727A fue también evaluada
por distribucién del ciclo celular mediante analisis por citometria de flujo de células tefidas con
ioduro de propidio. La expresion de STAT3S727A tuvo un efecto inhibitorio sobre el efecto
proliferativo del MPA que se reflejo en el arresto en fase GO/G1 de la mayoria de las células a
diferencia de las células transfectadas con STAT3WT en las cuales se observé un aumento en las

fases Sy G2/M del ciclo celular (Figura 15). Estos hallazgos demuestran una correlacion directa
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entre la fosforilacién de STAT3 en Ser727 y la proliferacién inducida por progestagenos de

células de cancer mamario.
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7. El bloqueo de la fosforilaci n de STAT3 en Ser727 inhibe el crecimiento in vivo de tumores
mamarios

El modelo de cdncer de mama C4HD posee caracteristicas Unicas que lo hacen
particularmente atractivo para experimentos in vivo en los que se quiere estudiar la respuesta a
progestagenos. Como los tumores C4HD sobreexpresan ErbB2 y también poseen altos niveles
de expresion del receptor de estrdgenos y progesterona, se asemejan al fenotipo presente en
aproximadamente el 50/ de los canceres de mama humanos que sobreexpresan ErbB2, un
fenotipo asociado a la resistencia a la terapia hormonal (Prat & Baselga 2008). Los cultivos
primarios de células epiteliales C4HD fueron transfectados con el plasmido vacio o con el vector
de expresidn de STAT3S727A. Un milldn de células fue inyectado subcutaneamente en la cuarta
glandula mamaria de ratones hembras virgenes BALB/c tratadas a su vez con MPA de depdsito
(conteniendo 40 mg). Como se muestra en la Figura 16, la expresién de STAT3S727A en células
C4HD inhibié un 55/ el crecimiento tumoral inducido por MPA (p<0,001). La media del tamafio
tumoral y la tasa de crecimiento de los tumores desarrollados a partir de las células
transfectadas con STAT3S727A fueron significativamente menores que aquellas de los tumores
del grupo control (tabla 1 y Figura 16). Los animales fueron sacrificados y los tumores extraidos

al dia 35 post-inyeccién. Los andlisis histopatoldgicos mostraron que los tumores del grupo de
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ratones que recibieron las células transfectadas con STAT3S727A, exhibieron extensas areas de
fibrosis y una disminucién marcada en las figuras mitéticas en comparacién con los tumores de

las células transfectadas con un vector vacio (tabla 1).
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Figura 16. El bloqueo de la fosforilaci n de STAT3 en Ser727 inhibe el crecimiento in vivo progest geno-
dependiente de tumores mamarios C4HD. Las células C4HD fueron transfectadas por 48 h con el plasmido vacio
pcDNAS5/FRT o con STAT3S727A. Un millén de células fue inyectado s.c. en la cuarta glandula mamaria de ratones
hembras virgenes BALB/c. A la vez, se les administr6 MPA de depdsito de forma s.c. Los volimenes tumorales
fueron calculados como se describié en Materiales y Métodos. Cada punto representa el volumen tumoral medio +
ES de 5 tumores para todos los grupos experimentales. El experimento fue repetido dos veces con resultados

similares (*, p<0.05).

Tabla 1. Crecimiento de tumores C4HD-STATS727A

Tratamiento Media del Tasa de / Inhibicidn  Mitosis por  / Fibrosis
volumen tumoral  crecimiento + ES del campo
(mm?3) + ES (mm?/dia) crecimiento
C4HD-vector vacio 416,4 + 86,2° 14,3+ 1,6 3-5 <20
C4HD- STAT35727A 132,4 + 67,6 49+1,1° 68,3+ 5,4 2-3 20-60

Los voliumenes tumorales y el porcentaje de inhibicién del tumor C4HD-STAT3S727A con respecto al CAHD-vector
vacio fueron calculados al dia 36 post-desafio. Las tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las
curvas de crecimiento.

2vs®, p<0.01
Luego se examino el estado de activacion de STAT3 en Ser727 y la expresiéon de ciclina
D1 en muestras de extractos tumorales de ambos grupos experimentales. Como se muestra en

la figura 17, los tumores desarrollados en los ratones inyectados con células C4HD-STAT3S727A
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presentaron niveles significativamente mas bajos de pSTAT3Ser727 y de ciclina D1 que los

tumores de ratones inyectados con células C4HD-vector vacio.

C4HD- C4HD-
; vector vacio STAT3S727A ;

|1
f 11 1

1 2 3 4

pStat3ser727 “am-w -
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Ciclina D1 | — . —
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1.0 0.7 0.3 0.5

Figura 17. Fosforilaci n de STAT3Ser727 y expresi n de ciclina D1 en tumores C4HD. Se realizaron extractos

proteicos a partir de los tumores extirpados de los ratones. Mediante WB se determinaron los niveles de
fosforilacion de STAT3 en Ser727 y de ciclina D1. Se muestra el resultado de dos tumores representativos de cada
grupo. Las membranas fueron sometidas a stripping y reveladas con anticuerpos anti STAT3 o actina, como control
de carga. Las bandas fueron cuantificadas como se menciond anteriormente. La primera muestra de tumores

C4HD transfectados con el vector vacio fueron consideradas 1.

Estos resultados apoyan la importancia de la fosforilacion de STAT3Ser727 en la

proliferacidon del cancer de mama in vitro e in vivo inducida por progestagenos.

8. La fosforilaci n de STAT3 en Ser727 se asocia con la expresi n de RP en carcinomas
invasivos

Debido a que los ensayos in vitro e in vivo previamente descriptos proporcionaron
evidencia de que la induccién de la fosforilacion de STAT3Ser727 por progestagenos es esencial
para la regulaciéon de la expresion de ciclina D1 y la proliferacion celular, se explord si
pSTAT3Ser727 se correlaciona con diferentes parametros clinicos en pacientes con carcinomas
invasivos. Mediante inmunofluorescencia nos propusimos analizar la localizacidon nuclear de
pSTAT3Ser727 utilizando un anticuerpo especifico en los micro arreglos de tejido (TMA por sus
siglas del inglés Tissue Micro Arrays). Antes de proceder con este ensayo, evaluamos la
especificidad de este anticuerpo en el reconocimiento de pSTATSer7273. Para tal fin,

realizamos una inmunofluorescencia y andlisis por microscopia confocal de células T-47D
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transfectadas con siRNA dirigido contra STAT3 (Béguelin et al. 2010) y estimuladas con MPA
durante 10 min. Como control, las células fueron transfectadas con una secuencia de siRNA que
no esta dirigida contra algun producto génico conocido (siRNA Control) y también tratadas con
MPA. Para el ensayo de inmunofluorescencia utilizamos el anticuerpo anti-pSTAT3Ser727 (9G6)
de Cell Signaling Technlogies seguido de incubacidn con un anticuerpo anti-IgG de ratén-Alexa
488, y anti-STAT3 (Santa Cruz C-20) seguido de incubacidn con un anticuerpo anti-IgG de
conejo-Rodamina. Como esperabamos, en células transfectadas con siRNA Control y tratadas
con MPA observamos una fuerte sefal de co-localizacion de pSTAT3Ser727 y STAT3 tanto en los
compartimentos citosélicos como nucleares, que se muestra en amarillo en el panel de
superposiciéon (Figura 18, primera linea del tercer panel). Por otro lado, células transfectadas
con siRNA contra STAT3 mostraron una drdstica disminucion en la tincién de STAT3 y de
pSTAT3Ser727 (Figura 18, segunda linea, primer y segundo panel). Estos datos nos
proporcionaron evidencia de la especificidad del anticuerpo pSTAT3 Ser727 y nos permitieron
continuar con nuestro objetivo, que es el andlisis por inmunofluorescencia de pSTAT3Ser727 en

muestras de pacientes.

STAT3 DAPI

Figura 18. An lisis de la especificidad del anticuerpo anti-pSTAT3Ser727. Células T-47D fueron transfectadas con

siRNA Control

siRNA STAT3

siRNA contra STAT3 o siRNA Control durante 48 h. Luego de 24 h de ayuno, las células fueron tratadas con MPA 10
nM durante 10 min. La técnica de inmunofluorescencia se realizé como se describe en “Materiales y Métodos”.

pSTAT3Ser727 fue identificada con un anticuerpo monoclonal de ratén seguido de la incubacién con un segundo
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anticuerpo anti IgG de ratdn conjugado con Alexa 488 (verde). STAT3 fue identificada con un anticuerpo de conejo
seguido de la incubacién con un segundo anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con rodamina (rojo). Los
nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Imagenes representativas de dos experimentos independientes. Barras de

escala: 10 um.

Evaluamos 48 muestras de tumores obtenidos de los pacientes antes de la terapia de
nuestra cohorte. Las expresiones de receptores de estrogenos y RP fueron realizados por
inmunohistoquimica usando los anticuerpos comunmente utilizados en la clinica para su
diagndstico. De las 48 muestras de tumores en los TMA, pudimos interpretar 39 muestras
(82/'). Las caracteristicas clinicopatoldgicas de estos ejemplares se muestran en la Tabla A del
anexo. Los niveles de pSTAT3Ser727 nucleares detectados por IF se contabilizaron teniendo en
cuenta tanto el porcentaje de células positivas como la intensidad de la tincion. Para el analisis
se considerd que una muestra era positiva para pSTAT3Ser727 nuclear cuando su puntaje era
1+ o mas. En la figura 19 A se muestran tinciones representativas de los tumores. El puntaje 0
corresponde a una tincion apenas perceptible en menos del 10/ de las células, 1+ a una tincién
débil en el 10-25/ de las células, 2+ a una tincion moderada en el 26-50/ de las células y 3+
tincion fuerte en mas del 50/ de las células. Observamos una tincidn nuclear positiva en 27 de
39 muestras analizables (69,2/ ). La distribucion de pSTAT3Ser727 nuclear se muestra en la
Figura 19 B, y fue similar a la distribucidn previamente descripta para pSTAT3Tyr705 (T. Sato et
al. 2011).
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Figura 19. Localizaci n celular de pSTAT3Ser727 en muestras de carcinomas mamarios invasivos. (A) Puntaje
nuclear de pSTAT3Ser727. Los niveles de pSTAT3Ser727 (verde) fueron determinados por inmunofluorescencia y
analizados por microscopia confocal. Los nucleos fueron tefiidos con ioduro de propidio (rojo). La superposicion de
las imagenes muestra la tincién nuclear de STAT3Ser727. El puntaje O representa tincidon tenue o apenas
perceptible en menos del 10/ de las células, 1+ tincién de localizacidon nuclear débil en el 10-25/, 2+ tincidon
moderada en el 26-50/, y 3+ tincién de localizacion nuclear fuerte en >50/ de las células. (B) Distribucién de la

tincion nuclear de pSTAT3Ser727 en las muestras de carcinomas mamarios invasivos analizados (puntajes 0-3).

Cuando se examind la posible correlacién entre los diferentes pardmetros clinicos, se
encontré que la localizacién nuclear de pSTAT3Ser727 correlaciona significativamente con la
expresion de RP en las muestras tumorales (P = 0,027, Tabla 2). De hecho, entre los tumores
positivos para RP, 22 de los 27 (81/ ) presentaron localizacidon nuclear de pSTAT3Ser727. En
contraste entre los tumores RP-negativos sélo el 37/ presenté localizacidn nuclear de
pSTAT3Ser727 (3 de 8 tumores). Por otro lado, también se observd una tendencia para la
localizacion nuclear de pSTAT3Ser727 en tejidos que expresan receptores de estrégenos, pero

esta tendencia no fue estadisticamente significativa (P = 0,061).
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Tabla 2. Asociaci n entre la expresi n de pSTATSer727 nuclear y las caracter sticas clinicopatol gicas del c ncer

de mama.

Cohorte Total (N=39)

pSTAT3Ser727,n (/) valor de P*®
Negativo Positivo

Tamaiio tumoral
<20mm 5(41,7) 14 (56,0) 0,321
>20mm 7 (58,3) 11 (44,0)

Total N (/) 12 (32,4) 25 (67,6)

Metastasis ganglionares
Negativo 8 (66,7) 14 (56,0) 0,401
Positivo 4 (33,3) 11 (44,0)

Total N (/) 12 (32,4) 25 (67,6)

Metastasis a distancia
MO 11 (91,7) 26 (100,0) 0,316
M1 1(8,3) 0(0)

Total N (/) 12 (31,6) 26 (68,4)

Estadio clinico
| 4(33,3) 11 (40,7) 0,472
H+11+IV 8 (66,7) 16 (59,3)

Total N (/) 12 (30,8) 27 (69,2)

Grado tumoral

Bien a moderadamente diferenciado® 5(41,7) 17 (70,8) 0,092
Poco diferenciado 7 (58,3) 7(29,2)

Total N (/) 12 (33,3) 24 (66,7)

Expresion de RE®
Negativo 3(30,0) 1(4,0) 0,061
Positivo 7 (70,0) 24 (96,0)

Total N 10 (28,6) 25(71,4)

Expresion de RP®
Negativo 5 (50,0) 3(12,0) 0,027
Positivo 5(50,0) 22 (88,0)

Total N 10 (28,6) 25(71,4)

*Test de Fisher's. bAlgo a moderadamente diferencido: grado tumoral 1+2, Poco diferenciado: grado tumoral 3. “RE:
Receptor de estrogeno. RP: Receptor de progesterona.
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Desarrollo de una inmunoterapia contra el
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INTRODUCCION (CAPITULO I1)

1. BREVE INTRODUCCION AL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd compuesto por el sistema inmune innato y adaptativo. Esta
clasificacién tiene como fin facilitar el estudio de la inmunologia. La inmunidad innata es la
primera barrera de defensa del organismo, no requiere sensibilizacion previa y por lo tanto se
manifiesta rapidamente (Janeway & Medzhitov, 2002). Basicamente, se compone de barreras
fisicas y anatdmicas como la piel y los epitelios de las mucosas. Entre los componentes
celulares, se destacan los neutréfilos, eosindfilos, macrofagos, células asesinas naturales o
natural killers (NK) y células dendriticas (CDs). Ademas posee componentes humorales como el
sistema de complemento, las proteinas de fase aguda y los interferones (IFN)-a y B (Fainboim &
Geffner 2005). El sistema inmune innato carece de la exquisita especificidad del adaptativo,
pero sin embargo, es capaz de discriminar lo propio respecto de lo no propio, peligroso o
extrano a través de ciertos patrones moleculares presentes en los microorganismos (Janeway,
2005). La inmunidad adaptativa emplea como sistema de reconocimiento un repertorio amplio
y variado de receptores antigénicos, distribuidos clonalmente en células T y B (Janeway, 2005).
En el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa participan fundamentalmente los linfocitos
y mediadores solubles liberados por los mismos como citoquinas. Cada clon B o T reconoce
epitopes antigénicos a través de sus receptores BCR o TCR. La existencia de centenares de
millones de clones diferentes brinda un repertorio adecuado para el reconocimiento de los
diferentes antigenos (Fainboim & Geffner 2005). El linfocito T CD4" (LT CD4") o CD8" (LT CD8")
gue reconocio a su antigeno en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) Il
o |, respectivamente, se activa y sufre un proceso denominado expansion clonal que genera una
progenie compuesta de células con idéntica especificidad antigénica. Al dividirse, una fraccion
mayoritaria de los integrantes del clon expandido mediaran funciones efectoras que llevaran a
cabo frente al patdgeno. Una fraccion menor se diferenciard a células de memoria, las cuales

pueden permanecer por afios en nuestro organismo y permitir en el futuro una respuesta
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rapida y eficiente frente a una re-exposicién al mismo patdégeno. Por lo tanto, la expansién
clonal y la memoria inmunitaria representan dos propiedades esenciales de la inmunidad
adaptativa, no compartidas por la inmunidad innata.

Los LT CD8" citotdxicos (CTL) desempefian un papel central en la erradicacién o control
de patdgenos intracelulares como los virus y en la respuesta inmune anti-tumoral. Las células T
CD4" virgenes pueden diferenciarse en linfocitos T colaboradores o helper (Th), que a su vez
constituyen una poblacién heterogénea ya que una vez activados pueden diferenciarse en
diversas subpoblaciones efectoras, entre las cuales pueden mencionarse los linfocitos Thl, Th2
y Th17. Estas subpoblaciones difieren en la forma de induccidn, los patrones de circulacién, el
perfil de citoquinas que producen y los mecanismos efectores que activan (Janeway, 2005).
Ademas, las citoquinas caracteristicas de cada perfil promueven la diferenciacién de la propia
subpoblacién y en algunos casos pueden inhibir el desarrollo de otras subpoblaciones (O’Garra
& Arai 2000). Las células T se diferencian hacia un perfil Th1l cuando las CDs producen IL-12 en
ausencia de IL-4 o citoquinas inmunosupresoras. Los linfocitos Thl se caracterizan por ser
células productoras de IFN-y, interleuquina (IL)-2 y linfotoxina-B y son esenciales en la
activacion de una respuesta inmune mediada por células fagociticas, especialmente frente a
patégenos intravesiculares. El IFN-y producido por los linfocitos Thl estimula la actividad
microbicida de las células fagociticas, lo cual favorece la destruccién intracelular de los
microorganismos fagocitados. El IFN-y también estimula la sintesis de anticuerpos IgG
opsonizantes y fijadores de complemento, que facilitan la fagocitosis. Por el contrario, en la
diferenciacién hacia un perfil Th2 es importante la presencia de IL-4 (producida por células NKT
y en menor grado por mastocitos) y ausencia de IL-12. Este perfil es caracteristico de la
respuesta a helmintos y alérgenos. Los principales mecanismos efectores asociados a las células
Th2 son las reacciones inmunes mediadas por IgE, eosindfilos y mastocitos. A su vez, los
linfocitos Th2 colaboran con las células B a los fines de promover la diferenciacidon a células
plasmaticas productores de anticuerpos. Recientemente se ha descripto un nuevo linaje de
células T CD4" que poseen un alto potencial patogénico en enfermedades inflamatorias
cronicas y autoinmunes (Weaver et al 2006). Estas células se caracterizan por producir IL-17 y

se denominan Th17 (Steinman 2007). Entre los factores claves involucrados en la generacion de
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dichas células se encuentran los factores de diferenciacion TGF-$ e IL-6 o IL-21, la IL-23 (que
actua como factor de crecimiento y estabilizacidn) y los factores de transcripcién STAT3, RORyt
y RORa (Korn et al. 2009). Las células Th17 actuan en infecciones por hongos y baterias
extracelulares y son las responsables de perpetuar procesos autoinmunes e inflamatorios

cronicos (Mcgeachy & Cua 2008).

2. INMUNIDAD TUMORAL

La historia natural de un tumor incluye las fases de crecimiento in situ, invasion,
extravasacion y metdstasis. Durante esas fases, las células tumorales interaccionan con su
microambiente tolerogénico y son influenciadas por sefiales que provienen del estroma, del
endotelio vascular y del sistema inmune. En este contexto, los tumores solidos estan infiltrados
por diferentes tipos celulares, como linfocitos, macréfagos y mastocitos. Generalmente se ha
asociado a estos ultimos con la produccién de factores relacionados con la inflamacidn crénica
y la progresion tumoral (Coussens & Werb 2002), mientras que el infiltrado de LB y LT, células
NK y CDs se ha relacionado con el control de la enfermedad y mejor pronéstico en muchos tipos
de cancer (Sato et al. 2005).

Los tumores humanos albergan una multitud de mutaciones genéticas somaticas y
desregulaciones epigenéticas que dan como resultado proteinas aberrantes que pueden ser
potencialmente reconocidas por el sistema inmune como antigenos extrafios. En 1909, Paul
Erlich propuso por primera vez la idea de que el sistema inmune puede protegernos del
desarrollo de tumores (Ehrlich, 1909). En 1950, Burnet y Thomas lograron demostrar esto, y
postularon la teoria de la inmunovigilancia (Burnet 1957; Thomas 1959), que propone que el
sistema inmune es capaz de detectar y eliminar las células transformadas antes de que puedan
crecer e invadir nuevos tejidos. En aquella época su teoria fue luego desalentada ya que no
hallaron diferencias en la incidencia de tumores cuando expusieron ratones atimicos a
carcinégenos quimicos. Alrededor de 1990, resurge la hipdtesis de la inmunovigilancia al
descubrirse que los ratones atimicos tienen células NK y poblaciones funcionales de células T de

desarrollo extratimico. También en esa década se demostréo que el IFN-y es clave para la
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proteccion frente a tumores transplantados o inducidos quimicamente (Dighe et al. 1994) y
espontdneos (Street, et al. 2002). Afios mds tarde, sobre la base de la hipdtesis de la
inmunovigilancia se propuso la teoria de la inmunoedicion de tumores, definida por tres
eventos claves: eliminacidon, mediante la cual el sistema inmune puede reconocer y deshacerse
de las células tumorales recientemente originadas; equilibrio, donde el sistema inmune puede
seleccionar y/o promover variantes de células tumorales que sobrevivan al control
inmunoldgico, y escape, en la cual el tumor, a través del desarrollo de mecanismos de

resistencia, puede evadir la respuesta inmunolégica (Dunn, et al. 2004).

2.1. Efectores de la inmunidad anti-tumoral

Uno de los mecanismos efectores mas efectivos de la respuesta inmune anti-tumoral es
la activacion de células citotdxicas (LT CD8" y células NK). Estos tipos celulares inducen la
muerte de las células blanco por apoptosis mediada por dos tipos de mecanismos. En el
primero, las células citotdxicas reconocen y movilizan sus granulos secretorios hacia la sinapsis
inmunoldgica, contactando con las células blanco. Estos granulos contienen diferentes
componentes que participan en el mecanismo citotdxico, como la granzima B, capaz de activar
caspasas y la perforina, capaz de desestabilizar la membrana plasmatica. El complejo de
granzima B junto a la perforina acceden al citosol de la célula blanco y activan al sistema de
caspasas que inducen la muerte por apoptosis (Barry & Bleackley 2002). El segundo proceso
involucra miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)-a tales como el ligando
de Fas (FasL). Una vez activadas, las células citotdxicas comienzan a expresar FasL en su
superficie, lo que les permite unirse a diversas células que expresan su receptor CD95 (Fas). La
interaccidn entre Fas y FaslL induce la trimerizacidon de Fas en la célula blanco promoviendo el
reclutamiento de proteinas al dominio de muerte de Fas que desencadenan una cascada de
activacidn de caspasas que involucra a la caspasa 8 y conduce a la apoptosis de la célula blanco.

Las células NK fueron descriptas por su capacidad de lisar células tumorales o células
infectadas con virus que no expresaban moléculas de clase | del complejo mayor de

histocompatibilidad (CMH). Esto dio origen a la hipdtesis de missing self, que propone que la
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funcidn de las células NK esta regulada en parte por el reconocimiento de moléculas CMH de
clase | (CMH-I) en la célula blanco (Cooper, et al. 2001). Para que las células NK desarrollen su
funcidn tienen primero que identificar a la célula blanco. Para ello las células NK poseen
diferentes tipos de receptores con funciéon de reconocimiento de moléculas en las células
blanco y en consecuencia de activar la maquinaria citolitica y/o secretora de estas células. A su
vez, existe otro tipo de receptores cuya funcién es inhibitoria. En consecuencia hoy se conoce
que la actividad citotodxica de las células NK se encuentra finamente regulada por la integracion
de las sefiales inhibitorias y activadoras procedentes de sus receptores de superficie. En
condiciones normales, la sefalizacion a través de los receptores activadores estd
continuamente bloqueada y prevalecen las sefales desencadenadas por los receptores
inhibitorios, que mayoritariamente reconocen a diversas moléculas de clase | del CMH. En
situaciones patoldgicas (principalmente frente a células tumorales o infectadas con virus) en las
gue se produce una disminucidn en la expresiéon de ligandos de receptores inhibitorios de
células NK o en situaciones en las que se produce un aumento en la expresién de ligandos de
receptores activadores de células NK, se genera un balance en la sefalizacidn intracelular en
favor del desarrollo de citotoxicidad (Bryceson et al. 2006). La unién de receptores activadores
a moléculas de membrana de células blanco no sélo desencadena la citotoxicidad sino que
también promueve la produccion de citoquinas, la migracién de las células NK, su activacion y
su proliferacién.

Hoy en dia se sabe que las células NK poseen no sélo funciones efectoras citotdxicas
contra los tumores, sino que ademas tienen un rol inmuno-regulatorio, ya que promueven la
activacion de CDs y su produccion de citoquinas pro-inflamatorias, lo que en definitiva estimula
respuestas T CD4" y CD8". En particular, las células NK secretan TNF-a e IFN-y que contribuyen a
la maduracién de CDs. La produccién continua de estas citoquinas genera una
retroalimentacién positiva que permite potenciar tanto la actividad de las células NK como de
las CDs, conduciendo a una respuesta rapida y amplificada. Este didlogo reciproco entre las
células NK con las CDs puede originar fuertes respuestas anti-tumorales a través de multiples
mecanismos. En primer lugar, las CDs maduras que infiltran el tumor tienen aumentada su

capacidad migratoria y su capacidad como presentadora de antigenos, lo que permite su
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movilizaciéon hacia el nédulo linfatico donde puede iniciar una respuesta inmune adaptativa
(Cooper, 2004). En segundo lugar, las CDs producen citoquinas, como la IL-12, que promuevan
la activacion y maduracién de células NK por un lado, y por el otro la polarizacion hacia un perfil
Th1. Esta interaccién entre células NK y CDs puede ser muy importante a la hora de iniciar y
sostener una respuesta anti-tumoral dependiente de linfocitos T (Moretta et al. 2002). Esto
hace a las células NK muy atractivas en los estudios tendientes al desarrollo de inmunoterapias
para el tratamiento del cdncer, ya que son capaces de perfilar la respuesta inmune adaptativa

anti-tumoral y destruir células transformadas.

2.2. Acci n de los linfocitos T CD4" en la inmunidad anti-tumoral

Los LT CD4 * son fundamentales para la activacidn y regulacion de la defensa del
organismo contra las infecciones y para una adecuada funcién de LT CD8". Sin embargo, el rol
de los LT CD4" en la inmunidad anti-tumoral es bastante controvertido (Muranski & Restifo
2009). Tradicionalmente, los CTL eran considerados el Unico componente necesario para la
eliminacién de tumores, pero en los ultimos afios se hizo evidente el rol de los LT CD4" en el
desarrollo de una inmunidad anti-tumoral efectiva. En la bibliografia existen numerosos
reportes que describen la funcién de los LT CD4" como proveedores de sefiales regulatorias
requeridas para la activacién de los CTL (Kennedy & Celis 2008). Sin embargo, se ha demostrado
gue en muchos casos, los tumores pierden con frecuencia la capacidad de procesar y presentar
antigenos enddgenos a los LT CD8', indicando que se requieren otros mecanismos de
eliminacién del tumor independientes de los CTLs (Khong & Restifo 2002). Algunos trabajos
demostraron que los LT CD4" son capaces de proteger a los animales de experimentacién
contra la inoculacién de tumores hematoldgicos o sélidos sin la participacion de la poblaciéon de
células CD8" (Fujiwara & Fukuzawa 1984). También existen evidencias que tanto las células Th1l
como las Th2 son capaces de mediar respuestas anti-tumorales mediante el directo
reconocimiento y eliminaciéon de células malignas (Nishimura et al. 1999). Por otro lado, las
citoquinas producidas por los LT CD4" pueden activar células de la inmunidad innata como los

eosinofilos y los macréfagos lo que favorece la eliminacion de las células tumorales (Hung et al.
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1998). En particular, la secrecién de IFN-y parece tener un rol fundamental en la regulacién de
la actividad anti-tumoral de los macréfagos (Corthay et al. 2005; Nishimura et al. 2000).
Asimismo, las células T CD4" también pueden reclutar células NK en los tumores (Kennedy &

Celis 2008) y mediar sus respuestas anti-tumorales (Broeke, et al. 2003).

2.3. Estrategias inmunosupresoras mediadas por c lulas tumorales

Como mencionamos anteriormente, para que se desarrolle un tumor, las células pre-
cancerigenas deben primero adquirir mecanismos de escape inmunoldgico para evadir el
ataque de las células del sistema inmune. Entre los principales mecanismos utilizados por los
tumores para evitar el reconocimiento inmunoldgico se encuentran la induccion de una
presentacion antigénica inadecuada, la produccién de factores inmunosupresores, la expresion
de galectina-1 y la activacion de las seiales negativas de co-estimulacién (Rabinovich et al.,
2007). Ademas, las células tumorales pueden promover la expansién, activacién y migracién de
ciertos tipos de células regulatorias capaces de suprimir la respuesta inmunoldgica anti-
tumoral, tales como linfocitos T reguladores (Tregs), células supresoras mieloides (MDSCs),
macréfagos asociados al tumor (TAM) y distintos subtipos de CDs maduras e inmaduras (Zou
2006). Asimismo, las células tumorales pueden interferir con la accion de las células efectoras;
se observaron trabajos en los que las células tumorales evitan ser detectadas por las células NK
al no expresar ligandos para receptores activadores, como por ejemplo el ligando de NKG2D.
También pueden evitar su eliminacién mediada por células T al desarrollar insensibilidad a IFN-
v. Aun cuando la presentacion antigénica es correcta, las células tumorales pueden evitar al
sistema inmune aumentando la expresion de moléculas anti-apoptéticas (FLIP y BCL-XL),
expresando receptores de muerte mutados (Fas, TRAIL) (Hinz et al. 2000; Takahashi et al. 2006)
o inhibiendo directamente la actividad de células T a través de la expresion de ligandos

supresores (PD-L1) (Salatino et al., 2008).
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3. STAT3 E INMUNOSUPRESION TUMORAL

Como mencionamos en la introduccidn general, STAT3 regula genes implicados en la
proliferacién celular y en la produccidn de factores angiogénicos y antiapoptéticos (Bromberg
et al. 1998; Buettner et al. 2002). Ademas, estudios recientes han identificado a STAT3 como
una molécula importante en la mediacion de la inmunosupresiéon inducida por tumores. Por un
lado, STAT3 es un potente regulador negativo de la respuesta inflamatoria mediada por
linfocitos Thl. Por el otro, es un importante activador de genes cruciales para la
inmunosupresion, ya que la activacion de STAT3 en células tumorales promueve la secrecién de
factores inmunosupresores, como el VEGF y la IL-10. Estos factores, a su vez, tienen la
capacidad de activar a STAT3 en aquellas células que se encuentran interactuando con el tumor
(Wang et al. 2004). Esto lleva a la propagacion de la activacion de STAT3 desde las células
tumorales hacia, por ejemplo, diversas células del sistema inmune, lo cual provee un
mecanismo de retroalimentacidon positiva que conduce a la supresion de la respuesta de la
inmunidad innata y adaptativa contra el tumor. Por un lado, la actividad de STAT3 en CDs afecta
negativamente su maduracion, inhibiendo la expresion de CMH de clase Il y de moléculas co-
estimuladoras, y citoquinas como la IL-12 (Tianhong Wang et al. 2004). Por el otro, el aumento
de la actividad de STAT3 en neutrdfilos y células NK inhibe su actividad citotdxica contra las

células tumorales y disminuye la capacidad efectora en LT C8" (Figura 20).
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Figura 20. La se alizaci n de STAT3 facilita la comunicaci n entre las c lulas tumorales y diversas c lulas del
sistema inmune inhibiendo la inmunovigilancia. La actividad de STAT3 estd aumentada en células T regulatorias
(Treg). La sefializacién de STAT3 en Treg puede aumentar la expresion de moléculas inmunosupresoras, como el
factor de transformacion de crecimiento-p (TGF- B) e IL-10, que a su vez inhiben la funcion efectora de los LT CD8*
asi como también la maduracion de células dendriticas. Las células NK y los neutréfilos en el microambiente
tumoral también tienen activacion constitutiva de STAT3, lo que inhibe su actividad citotoxica en ambos tipos

celulares. STAT3P®, STAT3 fosforilada en el residuo tirosina (activada).

Los hallazgos que vinculan la activacion de STAT3 con la inhibicion de Ia
inmunovigilancia comenzaron en el afio 1999. Mediante terapia génica contra el melanoma
murino B16, usando un vector de expresion que codifica para una variante dominante negativa
de STAT3 (DNSTAT3), se observé no sélo una disminucién del crecimiento tumoral sino también
una fuerte infiltracion de células del sistema inmune (Niu et al. 1999). Afios mas tarde, esta
observacion fue reforzada mediante el trabajo pionero de Wang y colaboradores que
demostraron que la inhibicion de la actividad de STAT3 en células tumorales promueve la
expresion de varias citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas. A la inversa, la activacion de

STAT3 en fibroblastos normales, ya sea a través de la transformacion mediada por Src o por la
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sobreexpresiéon de un mutante constitutivamente activa de STAT3, STAT3C, inhibe la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias inducida por el lipopolisacarido (LPS). Tomados en conjunto,
estos hallazgos demuestran que la actividad de STAT3 en tumores puede influir negativamente
en la expresion de moléculas inmunoestimulatorias. Trabajos adicionales revelaron que los
mediadores pro-inflamatorios producidos por las células tumorales que tienen bloqueada la
activacién de STAT3 podrian activar células del sistema inmune, como macrdéfagos y neutrofilos,
lo que conduce a una secrecidn adicional de mediadores pro-inflamatorios y en consecuencia a
un aumento de la citotoxicidad contra las células tumorales (Wang et al. 2004). En efecto, los
mediadores pro-inflamatorios producidos por el bloqueo de STAT3 en células tumorales
también conducen a un aumento de la presentacion antigénica en CDs derivadas de médula
Osea, promoviendo de este modo la activacion de LT virgenes (Wang et al. 2004).

La capacidad de STAT3 para inhibir la expresién de mediadores pro-inflamatorios no es
exclusiva de las células tumorales ya que, como mencionamos previamente, STAT3 también
regula negativamente la expresién de moléculas inmunoestimulatorias en células del sistema
inmune. Por ejemplo, la inhibicion de STAT3 en macréfagos conduce a la expresién de altos
niveles de varias citoquinas pro-inflamatorias similares a las encontradas en las células
tumorales en las que la sefializacion de STAT3 esta inhibida (Takeda et al. 1999). Estudios de los
ultimos afios han demostrado que el bloqueo de la sefalizacion de STAT3 en células
hematopoyéticas, antes o después del establecimiento del tumor, puede inhibir
significativamente el crecimiento del tumor e incluso provocar el rechazo del tumor por medio
de la activacion del sistema inmune, independientemente de la actividad STAT3 en las células
del tumor (Kortylewski et al. 2005).

La actividad persistente de STAT3 en células mieloides resulta en la acumulacién de
células mieloides inmaduras y en la inhibicidn de la diferenciacién in vitro de CDs. La inhibicién
de STAT3, mediante el uso del inhibidor farmacolégico JSI-124 (Cucurbitacin 1), resulté en la
diferenciacion de CDs y en la eliminacidn de células mieloides inmunosupresoras en distintos
modelos tumorales (Nefedova, et al. 2005). Es mas, se ha demostrado en varios trabajos que el
uso de este inhibidor farmacoldgico potencia el efecto de varias vacunas anti-tumorales (Molavi

et al. 2008; Nefedova et al. 2005).
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Como ya mencionamos, STAT3 se encuentra constitutivamente activa en una gran
variedad de tumores humanos. En particular, STAT3 esta constitutivamente activa en el 69/ de
canceres de mama (Dolled-filhart et al. 2003), en el 82/ de canceres de préstata (Mora et al.
2002), en el 82/ al 100/ de carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et al. 2002) y en el 71/ de
carcinomas nasofaringeos (Hsiao et al. 2003). Adicionalmente, existe una correlacion inversa
entre los niveles de activacién de STAT3 en células tumorales con la migracidon de células del
sistema inmune in vitro y la infiltracidon de tumores in vivo (Burdelya et al. 2005).

Estos antecedentes en su conjunto, indican que STAT3 estd activado en una gran
variedad de tipos de cancer y que el bloqueo de STAT3 puede inducir un potente efecto anti-
tumoral mediado tanto por la inmunidad innata como adaptativa. Este efecto pleiotrdpico es
una potencial consecuencia de la amplia funcién de STAT3 en la organizaciéon del
microambiente del tumor, por un lado promoviendo el crecimiento del tumor y por el otro
inhibiendo la inmunovigilancia. Es por esto que STAT3 ha surgido como un blanco interesante

en el desarrollo de inmunoterapias contra el cancer.

4. INMUNOTERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA EL CANCER

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cancer: la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. Los dos primeros cumplen su objetivo terapéutico cuando las
células tumorales se encuentran localizadas puntualmente. Por el contrario, cuando éstas se
han diseminado desde su lugar de origen, es necesario recurrir a la quimioterapia, para poder
eliminar a las células tumorales diseminadas en el organismo. No obstante los procedimientos
de esta practica son, en mayor o menor medida, toxicos para las células normales limitando sus
aplicaciones terapéuticas. Por otro lado, en base a la relacién entre el sistema inmune y el
cancer, actualmente se estan estudiando y aplicando en la clinica otro tipo de terapias
conocidas como inmunoterapias.

Existen distintos tipos de inmunoterapias:

o Terapias con anticuerpos monoclonales: basada en el desarrollo de anticuerpos contra

antigenos tumorales.
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* Inmunoterapias no especificas: disefiadas para potenciar la respuesta del sistema
inmune de manera general, resultando en una mayor reactividad contra las células
tumorales.

e Vacunas anti-tumorales: funcionan de igual manera que las vacunas tradicionales, con
el objetivo de activar el sistema inmune para atacar las células tumorales de manera

especifica. Su objetivo es ayudar a tratar el cancer o prevenir su recurrencia.

4.1. Terapia con anticuerpos monoclonales

Las terapias basadas en el uso de anticuerpos monoclonales en el tratamiento del
cancer se ha consolidado como una de las estrategias terapéuticas mas eficaces tanto para
malignidades hematolégicas como para tumores sdlidos. Algunos ejemplos de anticuerpos
monoclonales para el tratamiento del cancer aprobados por la FDA (del inglés, US Food and
Drug Administration) son: trastuzumab (Herceptin®), que es un anticuerpo contra el receptor
ErbB2, aprobado para el tratamiento del cancer de mama; bevacizumab (Avastin®), contra el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) aprobado para el cancer de colon,
glioblastoma y cancer renal; y rituximab (Rituxan®), contra el CD20 aprobado para linfomas no-
Hodgkin y leucemia linfocitica crénica (Scott, et al. 2012).

Ademas de los antigenos tumorales, otro de los blancos de las inmunoterapias es la
modulacion de citoquinas y el bloqueo de moléculas involucradas en inmunosupresion. En
particular el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) es un regulador crucial en la
induccion y mantenimiento de la tolerancia (Peggs et al. 2009) y esta presente en todas las
células T. El bloqueo de CTLA-4 con anticuerpos monoclonales (Ipilimumab) fue eficaz en Ila
inhibicion del crecimiento tumoral en ratones y actualmente estd aprobado por al FDA para el

tratamiento de melanoma metastdsico (Ribas et al. 2005; Scott et al. 2012; Weber et al. 2008).

4.2. Inmunoterapias no espec ficas
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No estan dirigidas contra una determinada célula o antigeno, sino que estimulan el
sistema inmune de manera general, lo cual puede dar lugar a una mayor actividad contra las
células tumorales. Algunas inmunoterapias no especificas se pueden administrar solas como
tratamientos contra el cancer o pueden ser utilizadas como adyuvantes para estimular el
sistema inmune. Algunos ejemplos de este tipo de terapia aprobados por la FDA son: las
citoquinas, como la IL-2, aprobada para tratar el cdncer avanzado de rifidn y melanomas
metastasicos; el IFN-a aprobado para el uso contra leucemias, linfoma no-Hodgkin, linfoma
cutaneo de células T, melanomas, cancer de rifidn y sarcoma de Kaposi; el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) se utiliza para aumentar el nimero de glébulos
blancos después de la quimioterapia. También se han aprobado numerosos farmacos que
estimulan el sistema inmune de una manera inespecifica, al igual que las citoquinas, cémo la
talidomida, que se utiliza como un tratamiento para el mieloma multiple y algunos otros tipos
de cancer; el bacilo de Calmette-Guérin (BCG) que ayuda a activar el sistema inmune y se utiliza

para tratar el cancer de vejiga (Monjazeb, et al., 2012).

4.3. Vacunas anti-tumorales

El objetivo de una vacuna anti-tumoral es inducir una respuesta inmune celular o
humoral eficaz contra al tumor o bien mejorar la respuesta ya existente. Para alcanzar esto, es
necesario inducir la activacién de células reactivas contra el tumor y que estas células puedan
ejercer su accién anti-tumoral. Es por esto, que el primer paso para el desarrollo de una eficaz
vacuna anti-tumoral es superar los mecanismos inmunosupresores asociados al tumor. El uso
del sistema inmune adaptativo como una herramienta especifica contra el cdncer es atractivo,
precisamente por su exacta especificidad y porque no dana otros tejidos, cdbmo si ocurre con la
guimioterapia. La especificidad puede estar dada por el reconocimiento de anticuerpos a
proteinas de superficie celular o por LT CD8" citotdxicos o por LT CD4" colaboradores que
reconocen péptidos tumorales asociados a los CMH de clase | y Il, respectivamente. Por otro

lado, las vacunas anti-tumorales son atractivas porque de ser exitosas, la respuesta inmune
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desarrollada puede derivar en memoria inmunolégica, proporcionando la capacidad para
proteger en el futuro contra alguna recurrencia del tumor.

Existen numerosos desafios a la hora de disefiar una vacuna eficaz. En primer lugar, se
deben seleccionar aquellos antigenos presentes en las células tumorales que sean
inmunogénicos. En segundo lugar, se debe proporcionar una plataforma capaz de ofrecer
adecuadamente estos antigenos, y por ultimo, es necesario mejorar el contexto
inmunoestimulante en el cual la vacuna es entregada. En algunos casos de cdnceres inducidos
por virus (por ejemplo: papiloma humano, Hepatitis B y C, Epstein Barr) que son
aproximadamente el 15/ de todos los canceres diagnosticados, puede pensarse en realizar
vacunas dirigidas contra antigenos virales. En este sentido, se han desarrollado vacunas
preventivas frente a dos serotipos del virus del papiloma humano (HPV-16 y HPV-18) a
administrarse en mujeres que no son sexualmente activas (Garland et al. 2007). Estas vacunas
inducen una respuesta humoral frente a estos serotipos pero suelen fallar durante una
infeccion crénica de HPV donde ocurre integraciéon gendmica de genes virales codificando para
oncoproteinas (E6 y E7). Se desarrollaron también vacunas terapéuticas en las cuales E6 y E7
son administradas junto con adyuvante de Freund incompleto obteniéndose 50/ de
erradicacion del tumor en mujeres con neoplasia pre-maligna (Kenter et al. 2009).

Por ultimo nos referiremos a las terapias en donde se busca incrementar la respuesta
del portador frente al tumor mediante la inoculacién de células enteras. Entre este tipo de
estrategias, se halla, por un lado, la transferencia adoptiva de células inmunes. Algunas
metodologias se centran en la transferencia de células efectoras como LT CD4" y LT CD8"
(Dudley et al. 2008; Muranski & Restifo 2009); o en la transferencia de células genéticamente
modificadas para que expresen un TCR anti-tumoral de alta afinidad (Lauritzsen & Bogen 1993).
Algunas metodologias buscan mejorar la presentacion antigénica al realizar transferencia de
células dendriticas expuestas ex vivo a antigenos tumorales. Un ejemplo de este tipo de vacuna
es Sipuleucel-T (Provenge®), la Unica vacuna anti-tumoral aprobada por la FDA hasta el
momento. Esta vacuna se utiliza en pacientes con cancer de préstata que no responden a la
terapia hormonal y se basa en la exposicion in vitro de CDs diferenciadas del propio paciente al

antigeno tumoral fosfatasa dacida prostatica (prostatic acid phosphatase, PAP). Estas CDs
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cargadas con el antigeno tumoral PAP son inyectadas al paciente donde promueven el
desarrollo de una respuesta inmune contra el cancer de préstata. A pesar de que esta vacuna
no erradica por completo a las células tumorales, ha mostrado cierta efectividad prolongando la
supervivencia de los pacientes en varios meses (Monjazeb et al. 2012). Por otro lado, en
nuestro pais el grupo del Dr. Mordoh ha desarrollado una inmunoterapia contra el melanoma
basada en la inyeccidén de células dendriticas cargadas con células tumorales apoptodticas y
necroticas. Esta terapia ha sido probada en pacientes con melanoma en un ensayo clinico de
fase I, en donde se ha observado que la vacuna es segura, bien tolerada y puede inducir

inmunidad especifica contra antigenos tumorales (Von Euw et al. 2008).

Por ultimo, haremos una mencion especial sobre las vacunas de células tumorales

enteras, ya que son de interés para nuestro trabajo.

4.3.1. Vacunas basadas en ¢ lulas enteras

Las vacunas celulares se definen como vacunas que usan células enteras o lisados
celulares, ya sea como fuente de antigenos o como plataforma para presentar los antigenos.
Existen distintos tipos de vacunas celulares, las vacunas de células tumorales salvajes
inoculadas junto a algin adyuvante o de células tumorales modificadas genéticamente para
suministrar antigenos in vivo en un contexto inmunoestimulatorio. En este ultimo enfoque, se
utiliza a la célula tumoral como una fuente de inmundgenos capaz de inducir una respuesta
inmune anti-tumoral. La ventaja de utilizar este tipo de enfoque es que no es necesario
identificar de manera prospectiva a los antigenos tumorales y que se pueden dirigir
simultdaneamente multiples antigenos. En la actualidad, se encuentran en desarrollo clinico este
tipo de vacunas, basadas en la inmunizaciéon con células tumorales enteras, tanto autélogas
como alogénicas. Los primeros estudios realizados con células tumorales irradiadas enteras por
si solas no han demostrado eficacia alguna. Sin embargo, la expansién del conocimiento de
como las citoquinas y quimioquinas trabajan juntas para inducir una inmunidad sistémica,

condujo al desarrollo de enfoques basados en células tumorales enteras modificadas
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genéticamente para expresar estas moléculas inmuno-estimulantes. Se han hecho extensas
pruebas preclinicas y clinicas basadas en esta segunda generacién de vacunas de células
tumorales enteras que expresan citoquinas, quimioquinas y moléculas co-estimuladoras que
han demostrado diversos grados de inmunidad anti-tumoral en modelos de ratén y en los
primeros ensayos clinicos. Un ejemplo de esto es la vacuna GVAX (Cell Genesys), que consiste
en la modificacién genética de cualquier célula tumoral, autéloga o alogénica, para expresar
GM-CSF. El GM-CSF funciona localmente de una manera paracrina para reclutar y activar células
presentadoras de antigeno y para promover la fagocitosis de células tumorales irradiadas para
ser presentadas a la inmunidad adaptativa (Ercolini et al. 2005; Betty Li et al. 2009). Otro tipo
de vacuna con células enteras es Canvaxin (CancerVax) que se trata de una vacuna contra el
melanoma basada en la inyeccién de células de tres lineas celulares de melanoma irradiadas
junto a BCG. Ensayos clinicos utilizando esta estrategia han demostrado una respuesta positiva
en una pequefia proporcion de los pacientes en un estadio avanzado de la enfermedad (Hsueh
et al. 1999; Morton et al. 1992).

En numerosos modelos pre-clinicos las vacunas contra el cadncer han demostrado éxito
en la inhibicién del crecimiento de tumores e inclusive en su regresién (Le et al. 2011). También
existen pruebas sobre su capacidad para inducir respuestas inmunes en pacientes. En muchos
casos, estas respuestas se correlacionan con mejores resultados clinicos. Sin embargo, las
vacunas contra el cancer aun no han demostrado su verdadero potencial en los ensayos
clinicos. Esto se debe, probablemente, a la dificultad de inducir una respuesta anti-tumoral
significativa en aquellos pacientes con enfermedad avanzada a causa de los mecanismos de
tolerancia pre-existentes, proporcionando pruebas de que los criterios tradicionales pueden ser
insuficientes a la hora de probar la eficacia de los enfoques inmunoterapéuticos. Es por esto
gue nos proponemos en el siguiente trabajo desarrollar una estrategia de vacunacidn capaz de

superar la tolerancia tumoral.
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OBJETIVO GENERAL (CAPITULO I1)

Evaluar el efecto anti-tumoral de la inmunizacién con células de cancer de mama que tienen

bloqueada la activacion de STAT3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar el fenotipo secretorio de células de cancer de mama luego del bloqueo de la

activacion de STATS3.

® Estudiar el efecto de la inmunizacién con células de cancer de mama que tienen inhibida

la activacion de STAT3 frente al desarrollo tumoral (abordaje profilactico).

® Evaluar la efectividad de la inmunizacidn con células que tienen bloqueada la activaciéon

de STAT3 en la inhibicidn de metastasis espontdneas.

® (Caracterizar los efectores del sistema inmune involucrados en la respuesta antitumoral

inducida por la inoculacién de células tumorales con STAT3 bloqueado.

® Estudiar la capacidad de la inmunizacién con células tumorales que tienen inhibida la
activacion de STAT3 de superar la tolerancia inmunoldgica e inhibir el crecimiento de un

tumor ya establecido (abordaje terapéutico).
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RESULTADOS (CAPITULO II)

1. Estudio de la secreci n de mediadores inflamatorios en c lulas tumorales que tienen
bloqueada la activaci nde STAT3

Existen numerosas evidencias indicando que la activacién constitutiva de STAT3 en
células tumorales regula negativamente su capacidad para expresar mediadores inflamatorios.
Estudios realizados en células B16 de melanoma murino, en células de carcinoma de colon CT-
26, y en la linea de carcinoma mamario SCK-1, demostraron que el bloqueo de STAT3 por
transfeccion con una variante dominante negativa (DN) de STAT3 (STAT3B) o con un
oligonucleétido antisentido de STAT3, aumenté la expresion de interferén-B (IFN-B), del factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), de IL-6 y de las quimioquinas RANTES e IP 10 (Wang et al. 2004).
Teniendo en cuenta estas evidencias, decidimos investigar el efecto del bloqueo de STAT3 en la
expresion de citoquinas y quimioquinas en células C4HD, provenientes de un carcinoma
mamario murino progestageno dependiente. Para ello, transfectamos células C4HD con un
vector de expresion de STAT3DN, STAT3Y705F, (CAHD-STAT3DN) o alternativamente las
tratamos con un inhibidor farmacoldgico de STAT3, JSI-124. Luego de 48 horas, se levantaron
las células y se colectaron los sobrenadantes y sobre este ultimo se determind la presencia de
citoquinas por medio de un arreglo de anticuerpos anti citoquinas. La expresidon de la proteina
STAT3Y705F fue corroborada por Western Blot (WB), revelando la membrana con un
anticuerpo contra el péptido FLAG, fusionado a STAT3Y705F (Figura 21 A, panel de la izquierda).
Por otro lado, también verificamos la efectividad del tratamiento con JSI-124, observando que
la incubacion con el inhibidor farmacolégico inhibe la fosforilacién de STAT3 en el residuo
tirosina 705 en células C4HD (Figura 21 A, panel de la derecha). A continuacidon incubamos las
membranas del arreglo de anticuerpos de captura para las distintas citoquinas y quimioquinas,
con los sobrenadantes de los distintos tratamientos y luego revelamos por quimioluminiscencia
(Figura 21 B). La intensidad de la sefial obtenida para cada punto del arreglo de anticuerpos anti
citoquinas y quimioquinas fue semicuantificada y graficamos las veces de induccién en la

expresion de las distintas citoquinas o quimioquinas en cada tratamiento con respecto al
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control sin tratar (Figura 21 C). Pudimos observar un aumento en la secrecion de las citoquinas

TNF-a, IL-2, IFN-y e IL-6 y en las quimioquinas IP-10 y Rantes.
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Figura 21. Secreci n de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en ¢ lulas C4HD que tienen bloqueada la
activaci n de STAT3. (A) Células C4HD fueron transfectadas con el vector de expresién de una variante dominante
negativa de STAT3 (C4HD-STAT3Y705F) o con el vector vacio (C4HD-pcDNA3.1) o tratadas con el inhibidor
farmacoldgico de STAT3 JSI-124 (2 uM), en presencia o ausencia de MPA 10 nM. Las células 4T1 fueron
transfectadas con STAT3Y705F o con pcDNA3.1 durante 48 h. Realizamos WB con los extractos proteicos para
evaluar la fosforilacion de STAT3 en tirosina 705 y la expresion de FLAG. Las membranas fueron sometidas a
stripping y reveladas con la proteina total. (B) Se colectaron medios condicionados de células CAHD transfectadas
con un vector de expresion de STAT3Y705F en presencia de MPA 10 nM o tratadas con JSI-124 en presencia de
MPA o Unicamente crecidas en medio con MPA. Utilizamos un arreglo de anticuerpos especificos para analizar la
presencia de citoquinas y quimioquinas en los medios condicionados. (C) Cuantificacién del arreglo de anticuerpos

de citoquinas y quimioquinas. Los puntos del arreglo fueron cuantificados por densitometria usando el programa



Pagina|101

Image J y normalizados al control positivo (recuadro). Los resultados estan expresados como veces de induccion de

cada citoquina con respecto a C4HD control (valor arbitrario de 1).

2. Efecto anti-tumoral de la inmunizaci n con c lulas tumorales que tienen bloqueada la
activaci n de STAT3

En linea con lo observado por otros investigadores, nuestros resultados muestran que el
bloqueo de la senalizacién de STAT3 en células tumorales induce la expresién de mediadores
inflamatorios necesarios para la activacion de células del sistema inmune. Este es uno de los
aspectos mas interesantes con respecto al potencial uso terapéutico de las estrategias anti-
STAT3, ya que el efecto antitumoral observado al bloquear la activacidon de dicha proteina
estaria mediado por una respuesta inmune del huésped. Por lo tanto, disefiamos un protocolo
de inmunizacion tendiente a explorar si la inyeccidn seriada de células que expresan un DN de
STAT3 podia tener un potencial inmunogénico capaz de inducir una respuesta inmune anti-
tumoral y proteger contra un posterior desafio con el tumor C4HD. Para ello, los ratones se
inyectaron tres veces, a intervalos de 2 semanas, con 2x10° células de un cultivo primario del
tumor C4HD que habian sido transfectadas durante 48 h con el vector STAT3Y705F e irradiadas
con 50 Gy de una fuente de ®°Co para inactivarlas. Como se mostré en la figura 21 A, las células
se transfectaron con 2 pg/hoyo de p6, cantidad de vector necesaria para ver una alta expresiéon
de la proteina mutante y que a su vez resulta efectiva para inhibir la proliferacién celular
mediada por MPA (Proietti et al. 2005). Como grupos controles se inocularon ratones con
células tratadas con MPA 10nM o transfectadas con un vector vacio, pcDNA3.1, e irradiadas, o
simplemente se inocularon con el vehiculo, PBS estéril. Dos semanas después de la ultima
inoculacién, los animales se desafiaron con un fragmento de tumor parental C4HD vy
simultdneamente se les aplic6 MPA de depdsito en el flanco opuesto. Se monitored el
crecimiento tumoral 21 dias luego del desafio (Figura 22 A). Como se muestra en la curva de
crecimiento en la figura 22 B, no se observoé proteccidn alguna en los ratones inmunizados con
células tratadas con MPA o transfectadas con el vector vacio, ya que dichos ratones

desarrollaron tumores con la misma velocidad de crecimiento que los ratones sin inmunizar
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(grupo PBS). Sin embargo, se observd una inhibicién significativa en el crecimiento tumoral en
ratones que habian sido inmunizados con las células transfectadas con STAT3Y705F (Figura 22
B), en comparacion con los tumores de los grupos controles. Al final del experimento, dia 21, el
crecimiento tumoral en los animales inoculados con células transfectadas con el DN de STAT3
resultd inhibido en un 77,345,4/ , 74,3+6,1/, 78,215,2/ con respecto a los grupos PBS, C4HD
salvajes y vector vacio, respectivamente. La velocidad de crecimiento de los tumores en los
ratones inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705F fue también significativamente
menor (p<0,001) que la de los controles (Tabla 3). Estos resultados sugieren que la inyeccién
con células que tienen bloqueada la activacion de STAT3 podria estar promoviendo una
respuesta inmune del huésped contra el tumor parental C4HD, que resulta en la inhibicién del

crecimiento tumoral.
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Figura 22. Efecto de la inmunizaci n con c lulas C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F sobre el
crecimiento de tumor C4HD. (A) Células CAHD fueron transfectadas in vitro con 2 pg de STAT3DN (C4HD-
STAT3Y705F) o un vector vacio (C4HD-pcDNA3.1) por 48 h, y posteriormente fueron inactivadas por irradiacién con
50 Gy de ®co. se inyectaron ratones hembra BALB/c tres veces en total (n=6/grupo), con un intervalo de dos
semanas entre cada inyeccidn, con 2x10° células C4HD-DNSTAT3 o C4HD-pcDNA3.1 o células C4HD salvajes (sin
transfectar) o con PBS. Dos semanas después de la ultima inoculacién, los animales se desafiaron con un
fragmento de tumor C4HD y simultdneamente se les aplic6 MPA de depdsito en el flanco opuesto. (B) Se
monitored el crecimiento tumoral 21 dias post-desafio tal como se explica en “Materiales y Métodos”. Cada punto
representa la media del volumen de 5 tumores + ES. *, p<0,05; ***, p<0,001, ratones inmunizados con C4HD

STAT3DN vs grupos control. Se muestra un experimento representativo de cinco realizados.
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Tabla 3. Vacuna celular profil ctica de c lulas C4HD-STAT3Y705F

Tratamiento Media del voI3umen Tasa de crecsimilento / Inhi.bic.ién del
tumoral (mm~) £ ES + ES (mm™/dia) crecimiento
PBS 639,5 + 54,3° 16,1+1,8°
C4HD 534,1+116,6° 18,7 £3,7°
C4HD-pcDNA3.1 662,6 + 164,7° 21,4+2,9°
CAHD-STAT3Y705F 157,2 +37,3° 56+1,4° 77,3,74,3%y 78,2°

Los volumenes tumorales y el porcentaje de inhibicién del tumor de animales inmunizados con C4HD-STAT3Y705F con respecto
a los inyectados con PBS, o inmunizados células C4HD o con células CAHD-pcDNA3.1 fueron calculados al dia 23 post-desafio.
Las tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento.

2vs®, p<0.01.

© con respecto a PBS, para la inhibicidn del crecimiento, p<0,001,

? con respecto C4HD cells, para la inhibicion del crecimiento, p<0,001,

€ con respecto células C4HD-pcDNA3.1, para la inhibicién del crecimiento, p<0,001,

Adicionalmente estudiamos la morfologia general de los tumores extirpados el dia 21 de
los ratones inmunizados con células CAHD-STAT3Y705F, C4HD-pcDNA3.1, C4HD o con PBS, a
través de la observacion de cortes histoldgicos tefiidos con H&E. La figura 23 muestra cortes
representativos de los tumores de los distintos grupos. Se observé que los tumores proveniente
de los animales inmunizados con células C4HD transfectadas con el DN de STAT3 presentan
extensas areas de fibrosis y necrosis acompafiado de infiltracion linfocitaria (Figura 23). En un
area no necrdtica, el tumor muestra pocas mitosis (recuadro, H&E, x400). Ademas, estos
tumores presentan una marcada disminucion en el numero de mitosis por campo, en
comparacion con los tumores de los animales inyectados con células C4HD-pcDNA3.1 (10,5 +
0,5 vs. 3,8 £ 0,3, p<0,01) (Figura 23). En los tumores de los ratones inmunizados con células
C4HD transfectadas con el vector vacio se observé la estructura de un carcinoma ductal
compuesto por pseudolébulos de células glandulares altamente cohesivas separadas por un

escaso estroma vascular (H&E, x100).
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Figura 23. An lisis histopatol gico de los
tumores C4HD. Se cortaron secciones de
tumores C4HD obtenidos de ratones
inmunizados (H&E x100). Las figuras
mitdticas se indican con flechas en la imagen

con mayor aumento (recuadro, H&E x400,

C4HD-pcDNA3.1

paneles izquierdos). En los tumores
provenientes de ratones inmunizados con
C4HD-STAT3Y705F, se observa en la imagen
de la izquierda, necrosis, apoptosis e
hialinizacion (H&E, x100, panel inferior
izquierdo) y una a alta infiltracién linfocitaria

(indicadas con puntas de flecha en el

C4HD-STAT3Y705F

recuadro, H&E, x400, panel inferior

derecho).

Con el objetivo de extender nuestros resultados obtenidos en células C4HD a otros
modelos tumorales, evaluamos la eficacia de esta vacuna utilizando el carcinoma mamario
murino 4T1. Este modelo se obtuvo a partir de un tumor que surgié de manera espontdnea en
un ratén de la cepa BALB/cfC3H (Aslakson & Miller 1992). Este tumor es capaz de generar
metastasis en diversos drganos, incluyendo pulmén, higado, cerebro y hueso y tiene la
particularidad de tener STAT3 constitutivamente activa (Ling & Arlinghaus, 2005). El tumor 4T1
crece progresivamente y causa una enfermedad letal, inclusive luego de la extirpacién del
tumor primario. Otra particularidad que presenta es la falta de expresién de receptores
hormonales (receptores de estréogenos y PR) y ausencia de expresion de ErbB2. Dado que
comparte numerosas caracteristicas con los carcinomas humanos estadio IV, se ha convertido
en los ultimos anos en un excelente modelo animal. Ademas, tanto las células 4T1 como las
células C4HD son poco inmunogénicas (Aslakson & Miller 1992; Dexter et al. 1978; Schillaci et
al., 2006). Para evaluar si la vacuna propuesta es efectiva en este modelo realizamos
inmunizaciones siguiendo el protocolo disefiado para las células C4HD pero utilizando la linea
4T1. Para ello, se inyectaron ratones hembra BALB/c tres veces en total, a intervalos de 2

semanas, con 1x10° células 4T1 gue habian sido transfectadas durante 48 h con el vector
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STAT3Y705F (4T1-STAT3Y705F) o con el vector vacio (4T1-pcDNA3.1) e inactivadas por
irradiacion con 100 Gy de una fuente de *°Co. Dos semanas después de la Gltima inmunizacion,
los ratones fueron desafiados con 1x10* células 4T1 salvajes. Monitoreamos el crecimiento
tumoral a lo largo del experimento y observamos una marcada inhibicién del tamafio tumoral
en los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F. A los 33 dias post-desafio la inhibicion
del grupo 4T1-STAT3Y705F fue del 81/ con respecto al grupo 4T1-pcDNA3.1 (Figura 24 A, Tabla
4). En concordancia con la disminucién del volumen tumoral, los ratones inmunizados con
células 4T1-STAT3Y705F presentaron una disminucion en el peso de los tumores al finalizar el
experimento (Figura 24 B). Interesantemente, sélo el 50/ de los ratones pertenecientes a este
grupo desarrollaron tumor, en comparacién con el grupo control en donde observamos

tumores en el 87,5/ de los animales (Figura 24 C).
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Figura 24. La inmunizaci n con c lulas 4T1 transfectadas con STAT3Y705F induce una respuesta inmune anti-
tumoral contra el tumor salvaje. (A) Se inyectaron s.c. ratones BALB/c (n = 8) con 1x10° células 4T1 transfectadas
con el vector STAT3Y705F o con el vector vacio pcDNA3.1 e irradiadas (100 Gy) 6, 4 y 2 semanas antes del desafio
con 1x10* células 4T1 salvajes. Se obtuvieron resultados similares en 4 experimentos. Cada punto representa la
media del volumen del tumor de los ratones portadores del tumor (7 tumores = SEM para los ratones inmunizados
con células 4T1-pcDNA3.1 en comparaciéon con 4 tumores + ES de los ratones inmunizados con células 4T1-
STAT3Y705F). *, P <0,05; ***, P <0,001. (B) Peso del tumor al finalizar el experimento, *, p<0,05. (C) Nimero de
ratones libre de tumor después del desafio con células 4T1 de ratones inmunizados. (p<0,01). Los datos fueron

evaluados utilizando una curva de supervivencia de Kaplan-Meier y la prueba de log rank.
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Tabla 4. Vacuna celular profil ctica de ¢ lulas 4T1-STAT3Y705F

Tratamiento Media del volumen Tasa de crecimiento / Inhibicion del
tumoral (mm?) £ ES + ES (mm?®/dia) crecimiento
4T1- pcDNA3.1 594,0 + 259,0° 12,9+1,8°
4T1-STAT3Y705F 112,8 + 79,8b 1,9+ 0,5b 81,0°

Los volumenes tumorales y el porcentaje de inhibicién del tumor de animales inmunizados con células 4T1-
STAT3Y705F con respecto a los inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1 fueron calculados al dia 33 post-desafio. Las
tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento.

2ys®, p<0,01.

“ con respecto a células 4T1-pcDNA3.1, para la inhibicién del crecimiento, p<0,001.

Por ultimo, contamos el numero de nédulos metastdsicos en pulmdén y observamos que
los pulmones de los ratones pertenecientes al grupo STAT3Y705F presentaban una marcada
disminucion en el nimero de colonias metastdsicas en comparacion al grupo control (Figura

25).

Figura 25. Inhibici n del desarrollo de met stasis en ratones

pcéLkgj STA%}:?%F . 60 inmunizados con c lulas 4T1-STAT3Y705F. Se obtuvieron los
TN 3240 pulmones de ratones inmunizados con células 4T1-
E gzo STAT3Y705F o con células 4T1-pcDNA3.1 al dia 33 post-
= 0 desafio y se contaron el nimero de colonias tumorales o
&v‘y nodulos metastasicos. Los valores representan la media de
&\\Q o colonias metastasicas + ES (n = 8), *, p<0,05. Se obtuvieron
™

resultados similares en tres experimentos independientes.

Nuestros hallazgos indican que la inmunizacién con células tumorales mamarias que
tienen inhibida la activacion de STAT3 confiere proteccion contra el tumor primario,
disminuyendo la incidencia de tumores, el volumen tumoral y reduciendo la frecuencia de

metastasis espontaneas en pulmon.

3. La inmunizaci n con c lulas C4HD transfectadas con STAT3Y705F no involucra inmunidad
de tipo humoral

Nuestros resultados sugieren que la inmunizacidon con células tumorales que tienen

inhibida la activacidon de STAT3 provoca una respuesta inmune contra el tumor parental. Para
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dilucidar el mecanismo involucrado en dicho efecto antitumoral se estudiaron varios
pardmetros relacionados con el tipo de respuesta inmune desencadenada. En primer lugar,
decidimos evaluar la inmunidad humoral contra el tumor C4HD. Para ello, investigamos
mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo la presencia de anticuerpos tipo IgG que
fueran capaces de reconocer a las células tumorales C4HD, tanto en suero de ratones
inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705 como en los controles. Los sueros de los
ratones que habian sido sometidos al protocolo de inmunizacion descripto en detalle
previamente se obtuvieron a partir de sangre extraida dos semanas después de la ultima
inmunizacién. No se detectaron diferencias significativas en los titulos de anticuerpos IgG entre
los sueros provenientes de ratones que habian sido inmunizados con células transfectadas con
STAT3Y705F y los sueros de los controles, como se puede observar en la figura 26. Estos
resultados sugieren que la diferencia en el crecimiento tumoral no estda mediada por una

respuesta inmune de tipo humoral

254

T T
PBS C4HD C4HD- C4HD-STAT3
pcDNA3.1  Y705F

Figura 26. Determinaci n del t tulo de anticuerpos contra el tumor C4HD. Los ratones se inmunizaron con células
C4HD transfectadas como se describié previamente. Dos semana después de la ultima inmunizacién se evalud la
presencia de anticuerpos tipo I1gG en los sueros de los ratones inmunizados por inmunofluorescencia indirecta,
utilizando como fuente antigénica células C4HD que habian sido cultivadas en presencia de 10 nM de MPA. La
determinacidn se realizé incubando a las células CAHD con los sueros de los ratones inmunizados (dilucién 1:50) y
luego con un segundo anticuerpo anti-lgG murina conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (dilucién 1:200). La
fluorescencia fue evaluada por citometria de flujo y los resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia
media (IFM) % ES para 5 ratones por grupo. Este es un experimento representativo de un total de 2. Las diferencias

no resultaron significativas.
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4. La inmunizaci n con ¢ lulas C4HD-STAT3Y705F induce inmunidad de tipo celular

Teniendo en cuenta que no se encontraron diferencias en los titulos de los anticuerpos
en los sueros de los ratones BALB/c inmunizados con STAT3Y705F, nos preguntamos si la
inmunizacién con células tumorales transfectadas con STAT3Y705F podria estar induciendo una
respuesta inmune de tipo celular. Para probar esta hipétesis, primero se evalud la respuesta de
hipersensibilidad retardada (DTH), ensayo habitualmente utilizado para determinar in vivo la
presencia de inmunidad de tipo celular. Los ratones se sometieron a tres inyecciones seriadas
con 2x10° células C4HD transfectadas con el DN de STAT3 o controles e irradiadas, de manera
similar al protocolo original de inmunizaciéon. Una semana después de la ultima dosis los
ratones se inyectaron con células C4HD irradiadas, administrandolas subcutdneamente en la
almohadilla plantar del miembro trasero izquierdo. Como control se inyecté la almohadilla
plantar del miembro trasero derecho con PBS estéril. La respuesta DTH frente a las células
tumorales se determind a las 48 h midiendo con un micrémetro la diferencia de inflamacién
entre ambas almohadillas plantares. Los resultados se expresaron como un indice de
inflamacién de la almohadilla plantar (IAP) y se ilustran en la figura 27. Se observé una marcada
reactividad DTH en ratones que habian sido inmunizados con células transfectadas con el DN de
STAT3 en comparacion a los grupos control, lo que indica que la inmunizacién indujo una

respuesta inmune de tipo celular.
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sk Figura 27. Respuesta de hipersensibilidad retardada en los

ratones inmunizados. Los ratones se inmunizaron con células
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h. Los resultados se expresaron como un indice de inflamacidn
de la almohadilla plantar (IAP) obtenido al restar el grosor de la
almohadilla plantar derecha (basal) al grosor de la almohadilla

plantar izquierda. Los resultados se expresaron como la media

C4HD-pcDNA3.1

+ ES del IAP de 5 ratones para cada grupo. Este es un

experimento representativo de un total de cuatro. ***,

C4HD-STAT3Y705F

p<0,001

5. Lainmunizaci n con ¢ lulas C4HD-STAT3Y705F gatilla una respuesta inmune T-dependiente

Debido a que las evidencias experimentales indican que la respuesta inmune
involucrada es de tipo celular, se procedid en segundo lugar a evaluar si el efecto anti-tumoral
observado es mediado por los linfocitos T en particular. Para ello, se estudié el efecto de la
inmunizacion sobre el crecimiento del tumor C4HD en ratones nude (atimicos). A tal fin, los
ratones nude se sometieron a tres dosis de inmunizacién con células C4HD transfectadas e
irradiadas siguiendo el mismo protocolo aplicado en los ratones de la cepa BALB/c. Como antes,
dos semanas después de la ultima dosis, se desafiaron los ratones con el tumor C4HD y se
inyectaron en el flanco opuesto con MPA de depésito. En la figura 28 se ilustra el crecimiento
del tumor C4HD en ratones nude inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F o en los grupos
controles. La inyeccién de células C4HD transfectadas in vitro con el vector DN de STAT3 no
provoco diferencias significativas en el volumen tumoral entre los distintos grupos. Por lo tanto,
este resultado demuestra terminantemente que los linfocitos T son esenciales para la respuesta

antitumoral observada en ratones BALB/c.
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Figura 28. Efecto de la inmunizaci n sobre el crecimiento del tumor C4HD en ratones nude. Los ratones nude, que
habian sido inmunizados con las células C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F o controles, se desafiaron
con un fragmento de tumor mamario C4HD. Se monitored el crecimiento tumoral por 28 dias como se explica en
“Materiales y Métodos”. Cada punto representa el volumen medio tumoral * ES para 6 tumores independientes en

cada grupo. No hay diferencias significativas en los volUmenes tumorales de los distintos grupos.

6. Las c lulas TCD4" y las ¢ lulas NK est n involucradas en la respuesta inmune anti-tumoral
inducida por la inmunizaci n con c lulas que expresan STAT3Y705F

Hasta aqui sabemos que la respuesta inmune es de tipo celular, y que los linfocitos T
estan involucrados en la misma. Ahora nos preguntamos qué poblacion especifica de linfocitos
estd involucrada en dicho efecto anti-tumoral. Para responder esta pregunta, inmunizamos
animales segun el protocolo descripto anteriormente para las células C4HD vy, al momento de
desafiar los ratones con el tumor C4HD, depletamos de las distintas poblaciones linfocitarias
mediante el uso de anticuerpos especificos contra LT CD8*, LT CD4" o contra células NK.
Observamos que la deplecién de LT CD4" y de células NK anuld el efecto anti-tumoral de la
inmunizacién con células C4HD- STAT3Y705F, mientras que la deplecién de LT CD8" no tuvo
efecto significativo sobre el crecimiento tumoral. Como control, los animales fueron inyectados
con IgG (Figura 29). Esto implica que tanto los LT CD4" como las células NK son necesarios para

inducir la respuesta antitumoral observada.



Pagina|111

5007 -=-pcDNA3.1-C4HD + IgG
— —+ STAT3Y705F-C4HD + IgG
E 400 —+STAT3Y705F-C4HD + anti-CD8
£ —+ STAT3Y705F-C4HD + anti-CD
= — STAT3Y705F-C4HD + anti-NK
5 300-
£
3
< 200+ -
-
=
S 100-
O_ I |

I
0 4 8 12 16 20 24 28
Dias

Figura 29. La inhibici n del crecimiento tumoral por la inmunoterapia involucra una respuesta del sistema
inmune mediada por c lulas NK y LT CD4’. Los ratones fueron inmunizados con células C4HD seguln se describid
previamente y se depletaron de células NK o de LT CD4" o LT CD8" antes del desafio con las células C4HD mas el
MPA de depésito. Se utilizaron anticuerpos monoclonales para depletar las distintas poblaciones celulares, YTS
191.1 para LT CD4" y el YTS 169.4 para los LT CD8". Para la deplecién de células CD8" y CD4" se inyectaron 0,5 mg
de anticuerpo los dias -1, 0, 1, 2, 9, 16 y 23, considerando O el dia del desafio con el tumor. Para la deplecion de
células NK se inyectaron 0,25 mg del anticuerpo anti-asialo-GM1 los dias -1, 7, 14 y 21. Los ratones inmunizados
con células transfectadas con el vector vacio fueron inyectados con IgG de conejo o de rata como control. Cada
punto representa la media del volumen de 5 tumores + SD. *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001 (CAHD-STAT3Y705F

vs.CAHD-pcDNA3.1).

Analizamos mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo las poblaciones
celulares presentes en sangre periférica con el objeto de corroborar la deplecién de células
CD3" CD4", CD3* CD8" o de las células NK (CD3'DX5") (Figura 30). La inyeccién de los anticuerpos
especificos para eliminar cada tipo celular fue efectiva, observando una reduccion de un 93/
en la poblacién de LT CD8", de un 99/ en los LT CD4" y un 75/ de células NK. Curiosamente, se
observd un aumento de células NK en circulacién en animales inyectados con la IgG control e

inmunizados con células CAHD-STAT3Y705F, una semana después de desafio tumoral.
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Figura 30. Determinaci n de la efectividad de la depleci n de poblaciones de linfocitos de sangre perif rica. Se

inmunizaron ratones con células C4HD segun se describid previamente y, al momento del desafio con el tumor, los

ratones fueron depletados de células CD4*, CD8" y células NK mediante la administracién de anticuerpos

especificos tal como se describe en la figura 29. Una semana después del desafio con el tumor, obtuvimos las

células de sangre periférica por puncién de la vena facial y las tefiimos con anticuerpos conjugados a fluorocromos

anti-CD4, CD3, CD8 y DX5. La fluorescencia se analizd por citometria de flujo. Los resultados presentados

corresponden a un ejemplo representativo de cada grupo experimental (n=5).

Por otro lado, en otro experimento, también encontramos aumentada la poblacion de

células NK dos semanas luego de la ultima inmunizacidon en los ganglios linfaticos de ratones

inmunizados con células C4AHD-STAT3Y705F en comparacién a los ganglios de ratones control

(Figura 31).
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i 8 4 - Figura 31. Evaluaci n de las c lulas NK presentes en ganglio linf tico.
g J_‘ES_ Obtuvimos ganglios linfaticos de ratones inmunizados con células C4HD dos
™ g 2 semanas luego de la ultima inmunizacién y evaluamos por citometria de flujo la
?g @1 ‘ poblaciéon de células NK (CD3'DX5'). Se muestra un promedio del porcentaje de
e g0 _ células NK en ganglio de cada grupo experimental. **, p<0,01.
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Las DCs son células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales que cumplen una
funcidén critica en la induccidén y regulacion de la respuesta inmune adaptativa ya que son las
Unicas capaces de estimular linfocitos T virgenes e iniciar una respuesta inmune primaria
(Mellman et al 2001). Las DCs transitan dos estadios los cuales difieren sustancialmente en su
fenotipo y funcionalidad: DCs inmaduras y DCs maduras. En ausencia de procesos inflamatorios
y de respuesta inmune, las DCs inmaduras se encuentran recorriendo y censando los tejidos
periféricos, el sistema circulatorio sanguineo y linfatico y los érganos linfoides secundarios
2002). Las DCs maduras expresan altos niveles de las moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 y
CD86 como asi también del CMH. Existen numerosas evidencias que indican que las células
tumorales pueden secretar factores que inhiben la maduracion de células dendriticas
(Gabrilovich et al., 1996; Sombroek et al., 2002). Por otro lado, las citoquinas pro-inflamatorias
inducen un aumento en la capacidad de estas células para presentar antigenos (Mellman et al.
2001). Wang y colaboradores han demostrado que la exposicion de células dendriticas a medios
condicionados de células de melanoma murino B16 transfectadas con un dominante negativo
de STAT3 (STAT3) resulta en una mayor expresion de IL-12, CMH de clase Il y CD40 (Wang et
al. 2004). Teniendo en cuenta esto, nos interesd evaluar si la inmunizacién con células de
cancer de mama que sobre-expresan STAT3Y705F podia inducir la maduracion in vivo de CDs.
Para abordar esto analizamos mediante inmunofluorescencia y analisis por citometria de flujo
la expresién de marcadores de activaciéon en CDs provenientes de bazos y de ganglios linfaticos
de ratones dos semanas después de la ultima inmunizacién (ex vivo). Observamos un aumento
en la expresién de CD86 y CMH clase Il en las CDs de ratones inmunizados con células C4HD-
STAT3Y705F en comparacién con el grupo inmunizado con células CAHD-pcDNA3.1 (Figura 32).

Por otra parte, también detectamos un aumento en la expresion de CD86 y de CMH de clase |l
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en CDs de bazo de ratones inmunizados con células CAHD-STAT3Y705F después de co-cultivar
los esplenocitos con células C4HD tratadas con mitomicina C (in vitro) (Figura 32). A diferencia
de estos marcadores de maduracidon de CDs, no pudimos observar cambios en los niveles de

expresion de CD40 en los ensayos realizados (Figura 32).
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Figura 32. Activaci n de CDs de bazo y de ganglios linf ticos. Se extrajeron los bazos y ganglios drenantes de los
ratones dos semanas después de la ultima inmunizacion con células C4HD-STAT3Y705F-C4HD o células C4HD-
pcDNA3.1. Mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo se analizé la expresién en membrana plasmatica de
CD40, CD86, CMH y moléculas de clase Il en CDs (CD11c’) presentes en bazos y ganglios ex vivo. También
evaluamos estos marcadores en CDs esplénicas de ratones luego del co-cultivo in vitro de esplenocitos con células

C4HD tratadas con mitomicina C. Resultados representativos de tres experimentos independientes.

Contando con la evidencia de que los LT CD4" estdn involucrados en el efecto
antitumoral, nos interesé explorar si la inmunizacidon con células tumorales que no pueden
activar a STAT3, induce la diferenciacién a células T CD4" de memoria. Estas células se
caracterizan por persistir a lo largo de prolongados periodos de tiempo, permitiendo responder
rapidamente a una futura exposicion al antigeno. Tras el analisis por citometria de flujo se

observd que la poblacibn T CD4'CD44" de memoria se encontraba aumentada
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significativamente en ratones inmunizados con células C4AHD-STAT3Y705F con respecto a los

ratones inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1 (Figura 33).

pCDNA3.1 STAT3Y705F Figura 33. An lisis de c lulas CD4° de memoria. Se aislaron

103 esplenocitos dos semanas después de la Gltima inmunizacién

102 con células CAHD-STAT3Y705F-C4HD o células C4HD-
] pcDNA3.1 Mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo
10
se determind la frecuencia de la poblacién de células TCD4"

100

CD44

de memoria (CD3°CD4'CD44"), cuyo porcentaje se muestra en

CD4 el cuadrante superior derecho.

Para poder eliminar a las células tumorales, las células NK deben infiltrar el tejido
tumoral para entrar en contacto directo con sus células blanco. Siguiendo esta ldgica nos
preguntamos si la inmunizacién con células 4T1-STAT3Y705F modula la composiciéon del
microambiente tumoral. Extirpamos los tumores y analizamos mediante inmunofluorescencia y
citometria de flujo cémo estdn conformadas las poblaciones de células infiltrantes. Observamos
gue los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F presentaban un mayor porcentaje de
células NK y wuna disminucién del porcentaje de linfocitos T regulatorios (Tregs)
(CD4'CD25'FOXP3") infiltrantes en comparacién con ratones inmunizados con células 4T1-
pcDNA3.1 (Figura 34). Esta disminucion de linfocitos Tregs favorece la actividad anti-tumoral, ya
gue estas células intervienen en la modulacién negativa de la respuesta inmune, promoviendo

la tolerancia inmunoldgica.
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Figura 34. Infiltraci n linfocitaria en tumores 4T1 de animales inmunizados. Se analizé por inmunofluorescencia y
citometria de flujo la presencia de distintas poblaciones de linfocitos en tumores 4T1 extirpados de ratones
inmunizados con células 4T1 transfectadas como se describié previamente (Figura 24). Se muestra el porcentaje de
células NK (CD3 DX5") entre los linfocitos totales y la frecuencia de células T regulatorias (CD4'CD25'FOXP3") entre

los LT CD4" (nimeros en los cuadrantes superiores izquierdos y derechos respectivamente). *, p<0,05 (n = 5).

En conjunto, estos resultados indican que la inmunizacion con células que tienen
inhibida la activacion de STAT3 induce una respuesta anti-tumoral dependiente de linfocitos T
CD4" y de células NK, caracterizada por un aumento de células NK en circulacién, en ganglios
linfaticos e infiltrantes del tumor. Ademas, sugieren que esta inmunizacién promueve la

maduracién de CDs e induce la diferenciacién de células T CD4* de memoria, lo que podria

mantener dicho efecto antitumoral en el tiempo.

7. La inmunizaci n con c lulas tumorales que expresan una variante dominante negativa de
STAT3 es inespec fica

Para determinar la especificidad de la proteccidon impartida por la inyecciéon de células

C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F se repitid el protocolo de inmunizacién utilizado
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para las células 4T1 pero en lugar de desafiar inicamente a los ratones con el tumor parental
(células 4T1), también se los desafié con un fragmento del tumor mamario murino C4HD o con
4x10’ células de la linea celular de carcinoma de colon murino CT26. Curiosamente, se observé
gue la inmunizacién de ratones con células 4T1-STAT3Y705F protegio tanto contra el desarrollo
de los tumores C4HD como CT26. Esto se reflejé por la notable inhibicién en el crecimiento de
estos tumores en comparacion con los ratones que habian sido inmunizados con células 4T1-
pcDNA3.1 (Figura 35). Estos resultados sugieren que la memoria inmunolégica desarrollada en
los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F induce proteccion cruzada contra otras
células singeneicas de tumores de mama, inclusive contra células tumorales de érganos no

relacionados (colon).
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Figura 35. Crecimiento in vivo del tumor C4HD y de la | nea de carcinoma de colon CT26 en ratones BALB/c
inmunizados con c lulas 4T1. Los ratones inmunizados con células 4T1 transfectadas con STAT3Y705 o controles
fueron desafiados con un fragmento de tumor mamario murino C4HD junto con MPA de depésito (A) o con 4x10°
células de cancer de colon CT26 (B). Cada punto representa la media * ES del volumen de cinco tumores

independientes. Se obtuvieron resultados similares en 2 experimentos. *, p<0,05.

8. Los esplenocitos de ratones inmunizados con ¢ lulas C4HD-STAT3Y705F proliferan y
producen citoquinas en respuesta al ant geno

Para profundizar en los mecanismos inmunolégicos observados en los experimentos in
vivo, decidimos realizar una serie de ensayos in vitro. Nuestro objetivo fue evaluar la respuesta
de los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados frente al encuentro con las células

C4HD. Los ratones fueron sometidos al protocolo original de inmunizacién y dos semanas
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después de la Ultima dosis se sacrificaron, se extrajeron los bazos y se aislaron sus esplenocitos.
En primer lugar, quisimos ver la capacidad de estos esplenocitos de proliferar en presencia del
antigeno, es decir, de células C4HD. Para ello, realizamos co-cultivos de esplenocitos con o sin
células C4HD inactivadas con mitomicina C. Luego de 4 dias de cultivo evaluamos la
proliferacién por incorporacién de timidina °[H] durante 18h. Sélo los esplenocitos
provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F fueron capaces de
proliferar en presencia de C4HD salvajes, en comparacién con esplenocitos de los otros grupos
(Figura 36). Estos resultados aportaron mas evidencias de la existencia de una respuesta de tipo

celular.
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Figura 36. Proliferaci n in vitro de esplenocitos de ratones inmunizados, co-cultivados con ¢ lulas C4HD. Los
ratones se inmunizaron con células C4HD como se describidé previamente. Dos semana después de la ultima dosis,
se aislaron los esplenocitos y se cultivaron durante 5 dias en presencia (+) o ausencia (-) de células C4HD tratadas
con mitomicina C (50 pg/ml). Los cultivos se incubaron las dltimas 16 h con 0,5 uCi timidina *[H]. Las células se
cosecharon y se determind la cantidad de timidina *[H] incorporada al ADN como medida de proliferacidn. Los

datos se expresaron como la media de cpm % ES de 6 ratones independientes. ***, p<0,001.

En segundo lugar, nos propusimos identificar fenotipicamente el tipo de respuesta
inducida por la inmunizacion. Para ello, se evalud la capacidad de los esplenocitos de liberar
citoquinas luego de ser enfrentados a las células tumorales. La liberacién de IFN-y y de IL-2 estd
asociada a una respuesta tipo 1, mientras que la liberacién de IL-10, IL-5 e IL-4 a una respuesta

de tipo 2 (Carter & Dutton 1996). Los esplenocitos aislados a partir ratones inmunizados con
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células C4HD-STAT3Y705F y con células controles se cultivaron en presencia de células C4HD
tratadas con MPA e inactivadas con mitomicina C. Luego del co-cultivo se colectd el
sobrenadante y se determiné la cantidad de IFN-y, IL-2, IL-10 e IL-4 liberada al medio por los
esplenocitos mediante un ensayo de ELISA. Como se observa en la figura 37, los esplenocitos
provenientes de ratones que habian sido inmunizados con células CAHD-STAT3Y705F liberaron
altos niveles de IFN-y al ser enfrentados a células C4HD, lo cual representé un aumento de
aproximadamente 3 veces en comparacion a los esplenocitos provenientes de ratones
inmunizados con células C4AHD-pcDNA3.1. Del mismo modo se determiné la liberacién del IL-2 e
IL-4 al medio y observamos un aumento significativo en su produccién por parte de
esplenocitos de ratones C4HD-STAT3Y705F en comparacién con el control. Para el caso de la IL-
4, su nivel fue considerablemente menor al observado para las otras citoquinas (de 3 érdenes
de magnitud menor). También evaluamos la producciéon de IL-10 aunque no se observaron
diferencias significativas en su liberacién entre los distintos tratamientos (Figura 37). Esto indica
qgue la inmunizacion con células C4HD transfectadas con un DN de STAT3 induce a los
esplenocitos a liberar IFN-y, IL-2 y en menor medida IL-4, lo que podria indicar un perfil de
liberacién de citoquinas similar al caracteristico de respuestas de tipo 1.

—1C4HD-pcDNA3.1 Figura 37. Secreci n de citoquinas por los esplenocitos de los
= C4HD-STAT3Y705F

ratones inmunizados. Los esplenocitos aislados a partir de los

E ;8 ok :E‘ 80 ratones inmunizados con células C4HD se co-cultivaron a una
g E ok concentracién de 4x10° células/ml en presencia de 8x10" células
:S 128; g 60 = C4HD tratadas previamente con MPA e inactivadas con
E 37 *kk .8 40 mitomicina-C. Después de 48 h se colectd el sobrenadante y se
E 2. E 20 determind por un ELISA la cantidad de IFN-y, IL-2, IL-10 e IL-4
8 i m g T secretadas al medio. Cada valor representa la media + ES de 6
O 0 ‘\}\ ﬂ, '\Q' o0 P ratones. *** p<0.001. Este experimento se repitio tres veces.
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A continuacion nos propusimos determinar cual era la poblacién de linfocitos
provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705 responsables de la
produccion de IFN-y. Para tal fin realizamos cultivos de esplenocitos en presencia o ausencia de

células C4HD y analizamos, mediante citometria de flujo, la produccién de IFN-y intracelular en
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LT CD4" y LT CD8" y en células NK en estas condiciones o con el agregado de IL-12. En la figura
38 se observa que los ratones inmunizados con células C4AHD-STAT3Y705F presentan un mayor
porcentaje de LT CD4" (Figura 38 A) y de células NK (Figura 38 B) productoras de IFN-y luego de
la activacion de los esplenocitos por células C4HD. Por otro lado, no observamos ningln cambio
en el porcentaje de LT CD8" IFN-y" en presencia de células C4HD (dato no mostrado). La
estimulacion con IL-12 de los esplenocitos procedentes de animales inmunizados con células
C4HD-STAT3Y705F dio como resultado un mayor porcentaje de células NK secretoras de IFN-y
gue la observada tras la estimulacidon de las células provenientes de ratones C4AHD-pcDNA3.1
con IL-12 (Figura 38 B). Esto sugiere una posible actividad citotdxica que involucre células NK

efectorasy LT CD4".
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Figura 38. An lisis de la producci n intracelular de IFN-y por células T €CD4" y ¢ lulas NK. Los esplenocitos de los
ratones inmunizados se incubaron durante 18 h en presencia o ausencia de células C4HD. El grafico de barras que
muestra el porcentaje promedio de células productoras de IFN-y de 5 ratones. (A-B) Las células se tifieron con
anticuerpos especificos conjugados con distintos fluorocromos para CD4, CD3, DX5 e IFN-y y se analizaron por
citometria de flujo. Los numeros en los cuadrantes superiores derechos representan el porcentaje de células
CD3'CD4" positivas para IFN-y (A) o células CD3'DX5" positivas para IFN-y (B). También se evalué el porcentaje de
células NK positivo para IFN-y de células tratadas con IL-12 (B). *, p <0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001,

También quisimos determinar la capacidad que tienen las células que infiltran el tumor
de activarse y de producir IFN-y. Para evaluar la activacion, analizamos la expresién de CD69
gue es un antigeno de diferenciacion expresado poco después de la activacién de los linfocitos
Ty de otras células de origen hematopoyético, incluyendo células NK. El CD69 en los linfocitos T
actia como una molécula co-estimuladora de la proliferacién y de la secrecion de citoquinas.
Mediante inmunofluorescencia y citometria de flujo analizamos la expresién de este marcador
y la produccién de IFN-y intracitoplasmatica en LT CD4" y células NK que infiltran el tumor 4T1.
Observamos un aumento del nimero de células NK y de LT CD4" productoras de IFN-y después
de la activacion in vitro con PMA e ionomicina (Figura 39) de linfocitos presentes en el

microambiente tumoral de ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F. También
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observamos mayor expresion de CD69 en estas células (Figura 39). Estos resultados revelan que
LT CD4" y células NK que residen en el bazo y en el tumor de animales inmunizados con células

de cancer de mama que expresan STAT3Y705F secretan IFN-y.
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Figura 39. Expresi n de CD69 y producci n de IFN-y en linfocitos infiltrantes del tumor de 4T1. Se obtuvo una
suspensién celular a partir de los tumores provenientes de ratones inmunizados (Figura 24) como se describié en
“Materiales y Métodos”. La suspension celular fue cultivada durante 5 h en presencia de PMA 10 ng/ml y de
monensina. Analizamos el IFN-y intracitoplasmatico y la expresién de CD69 en células CD3'CD4" y CD3'DX5" por

citometria de flujo. Los datos mostrados se obtuvieron de un pool de 5 ratones.

9. Rol de las ¢ lulas NK como efectoras de la citotoxicidad anti-tumoral

Hasta el momento contamos con evidencia in vivo de que tanto las células NK como los
LT CD4" son participes del efecto anti-tumoral inducido por la inmunizacién con células que
tienen inhibida la activacion de STAT3. Por otro lado, sabemos que ambos tipos celulares son
responsables de la produccidn de IFN-y. Ahora nos propusimos dilucidar cual poblacién celular
estd mediando la citotoxicidad contra el tumor. En primer lugar decidimos evaluar el potencial
citotdxico de los esplenocitos de ratones inmunizados con células C4AHD-STAT3Y705F. Con este

fin, co-cultivamos esplenocitos de los distintos grupos experimentales durante 5 dias con
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células C4HD tratadas con mitomicina C y utilizamos estos esplenocitos como células efectoras
en un ensayo estandar de liberacién de °'Cr. Los esplenocitos provenientes de ratones que
habian sido inyectados con células transfectadas con el DN de STAT3 mostraron una fuerte
actividad citotoxica (37,9/ de lisis especifica) frente a las células C4HD marcadas con er
(relacion 100:1 efector: blanco). Los esplenocitos aislados de los ratones de los grupos controles
mostraron una baja citotoxicidad basal (<5/) (Figura 40) al ser enfrentados a células C4HD

marcadas con >'Cr.

Figura 40. Actividad citot xica in vitro de esplenocitos de

ESﬁD ratones inmunizados sobre c lulas C4HD. Los ratones se
_S e - v C4HD-pcDNA3.1 inmunizaron con células C4HD tratadas como se describe en
% 357 # CAH-Sl Al ST r0RE “Materiales y Métodos”. Dos semanas después se aislaron

o o~ y P
% 25| los esplenocitos y se co-cultivaron durante 5 dias con células
:u@) C4HD inactivadas con mitomicina C. Se realizé un ensayo
; 15] - P estandar de liberacién de *'Cr utilizando como blanco 1x10*
B F ! células C4HD. Se estudiaron diferentes relaciones efector
501 25:1 12:1 6:1 (esplenocitos): blanco (C4HD). Se muestra el porcentaje de
Esplenocitos:C4HD lisis especifica media + ES para 6 ratones independientes.

relacion *4%5<0,001.

Para identificar dentro de los esplenocitos a la poblacién celular efectora, se realizé un
ensayo estandar de liberacion de Icr similar al descripto anteriormente, previa deplecion
selectiva de las poblaciones de LT CD4" o de LT CD8" o de células NK utilizando anticuerpos
acoplados a perlas magnéticas. Los esplenocitos depletados de la poblacién de LT CD4" y de LT
CD8" (Figura 41 A, barras amarillas y celestes, respectivamente) provenientes de ratones que
habian sido inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705F retuvieron la capacidad de
lisar a las células C4HD, ejerciendo una citotoxicidad de igual magnitud que la determinada con
la poblacién celular total (Figura 41 A, barras naranjas). Sin embargo, cuando se repleté de la
poblacién de células NK (Figura 41 A, barras violetas), la actividad citotdxica de los esplenocitos
cayo a los niveles basales, demostrando que eran las células NK la poblacién con actividad

citotdxica sobre las células C4HD. La deplecién de la poblacién de LT CD4" o de LT CD8" de los
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esplenocitos provenientes de ratones controles, C4HD-pcDNA3.1, no afectd la citotoxicidad
basal, siendo esta similar a la obtenida con ambas poblaciones presentes. Finalmente, nos
propusimos validar estos resultados mediante una estrategia complementaria, para lo cual
purificamos células NK mediante una seleccién negativa luego de 5 dias de co-cultivo de
esplenocitos con células C4HD. Utilizamos a la poblacién enriquecida en células NK cdmo las
células efectoras en un ensayo de citotoxicidad por liberacién de *'Cry a células YAC-1 o células
C4HD como células blanco. Observamos que las células NK enriquecidas a partir de esplenocitos
de ratones inmunizados con C4HD-STAT3Y705F fueron eficaces para lisar no sélo a las células
YAC-1 (Figura 41 B), sino también a las células C4HD (Figura 41 C). A pesar de estos resultados,
no pudimos detectar citotoxicidad contra las células C4HD por parte de células NK purificadas a
partir de esplenocitos frescos, es decir, aquellos que no fueron co-cultivados durante 5 dias con
células C4HD vy con el resto de los tipos celulares presentes en el bazo (datos no mostrados).
Estos datos sugieren que las células NK adquieren actividad citotéxica después de estar en

contacto con los LT CD4" y en presencia de células tumorales.
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Figura 41. Participaci n de las ¢ lulas NK en la actividad citot xica inducida por la inmunizaci n con c lulas
C4HD-STAT3Y705F. (A) Los esplenocitos de ratones inmunizados fueron co-cultivados durante 5 dias con células
C4HD tratadas con mitomicina C y luego se realizé un ensayo de citotoxicidad por liberacién de >I¢r. Se utilizaron
como células efectoras a los esplenocitos totales o a los esplenocitos depletados de CD4", CD8" o de células NK por
separacién inmunomagnética. Como células blanco se utilizaron células CAHD marcadas con 51CrO42'. (B) y (C),

Purificamos células NK a partir de esplenocitos co-cultivados durante 5 dias con las células C4HD tratadas con
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mitomicina C. Realizamos un ensayo de citotoxicidad utilizando como células efectoras a las NK purificadas y como

blanco a las células sensibles a las NK, YAC-1 (B) o a las C4HD (C) marcadas con 51Cr042'. ** p<0,01, ***, p<0,001

Teniendo en cuenta que la actividad citotéxica y la capacidad de degranulacidn de las
células NK es clave para la eliminacion de células tumorales, decidimos estudiar de manera
complementaria al estudio de citotoxicidad, su capacidad de degranulacién. Esto puede ser
evaluado analizando la expresiéon del marcador CD107a, que es una molécula asociada a
granulos de granzimas y perforinas que queda expuesta en la superficie cuando estas son
liberados (Anfossi 2006). Para ello, realizamos co-cultivos de 18 h de esplenocitos con o sin
células C4HD. Posteriormente cosechamos las células y realizamos una marcacién con
anticuerpos especificos acoplados a distintos fluorocromos con el objeto de determinar el
porcentaje de células CD3'DX5'CD107a*. Como se muestra en la figura 42, las células NK de
ratones inmunizados con células C4AHD-STAT3Y705F cultivados en presencia de células C4HD
muestran mayor expresiéon en superficie del marcador CD107a que las células NK de ratones

inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1.
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Figura 42. Degranulaci n de c lulas NK gatillada por c lulas C4HD. Los esplenocitos de ratones inmunizados
fueron cultivados solos o en presencia de células C4HD tratadas con mitomicina C. Evaluamos la expresién de
CD107a en membrana en la poblacidn de células NK (CD3'DX5"). Se muestra el porcentaje de células NK positivas
para CD107a de cada grupo experimental (n=5 ratones). Los resultados corresponden a un experimento de un total

de tres experimentos independientes (media + SE). *, p<0,05.
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La actividad citotdxica de las células NK esta finamente regulada por la integracion de la
sefializacion de receptores activadores e inhibidores de la citotoxicidad (Pegram et al. 2011).
Por lo tanto, nos preguntamos si las células C4HD expresan ligandos, como el RAE-1 y H-60,
para el receptor activador NKG2D. Mediante inmunofluorescencia y analisis por citometria de
flujo comprobamos la expresion de H-60 y en menor medida de RAE-1 en células C4HD (Figura
43). Asimismo un trabajo previo demuestra que las células 4T1 también expresan estos ligandos
de NKG2D (Takaki et al. 2005). Para evaluar si la expresion de H-60 y RAE-1 cambia por el
bloqueo de STAT3, transfectamos las células C4HD y las 4T1 con el vector DN de STAT3. No se
observd ninguna modulacidn en la expresion de H-60 o RAE-1 en las células que expresan el DN

de STAT3 en comparacién con las expresan el vector vacio (datos no mostrados).
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Figura 43. Expresi n de H-60 y RAE-1 en c lulas C4HD. Evaluamos la expresién de H-60 y de RAE-1 en células C4HD
mediante citometria de flujo. Los niveles de expresion fueron determinados comparando el nivel de intensidad de
fluorescencia (eje-x) de H-60 y de RAE-1 los marcadores (linea sdlida) con el control de isotipo (area gris). Los
resultados se expresan como la media de la intensidad de fluorescencia (MIF), calculada restando la media de

fluorescencia de las células control de isotipo de la fluorescencia media de cada anticuerpo especifico.

10. Efecto terap utico de la inmunizaci n con c lulas tumorales que expresan STAT3Y705F

e En células C4HD

Teniendo en cuenta que el protocolo de inmunizacién profilactica demostré una gran
efectividad en la inhibicién del crecimiento tumoral, decidimos desarrollar un protocolo de
vacunacion terapéutico. Para ello, se desafiaron ratones BALB/c con el tumor C4HD y al dia 5

cuando el tumor fue palpable, (tumor de 10 mm?®), se los inyecté con 2x10° células C4HD
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transfectadas in vitro con el vector de expresion de la proteina DN de STAT3 o con el vector
vacio e inactivadas por irradiacién. La inmunizacion se repitié en el dia 19. Se monitored el
crecimiento tumoral y se observo a los 38 dias post desafio una inhibicion del 46,619/ en los
ratones inmunizados con las células CAHD-DNSTAT3 con respecto al grupo vector vacio (Figura
44 A, tabla 5). La reduccion en el volumen tumoral fue acompafiado por una disminucion en el
peso del tumor (Figura 44 B). Mediante un analisis histopatoldgico de los tumores observamos
una disminucidn del grado histoldgico (grado 1l) en los tumores de ratones inmunizados con
células C4HD-STAT3Y705F. Estos tumores presentaron extensas areas de necrosis y fibrosis con
una disminuciéon en el nimero de mitosis por campo en comparacién con los tumores
provenientes de ratones inmunizados con células C4AHD-pcDNA3.1 (Figura 44 C), los cuales

presentaron un grado histoldgico Il con elevado numero de figuras mitoticas (Figura 44 C).
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Figura 44. La administraci n terap utica de c lulas C4HD-STAT3Y705F induce una respuesta anti-tumoral (A) Los
ratones hembra de la cepa BALB/c fueron desafiados con el tumor C4HD e implantados con MPA de depdsito.

Cuando el tumor fue palpable, se separaron los ratones en dos grupos (5 ratones por grupo) con igual tamafio
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tumoral. Se inmunizaron los ratones con 2x10° células C4HD-STAT3Y705F o pcDNA3.1-C4HD e inactivadas por
irradiacién (50 Gy). Los ratones fueron inmunizados el dia 5 y el dia 19 (indicados con flechas). Se monitoreé el
crecimiento tumoral a partir de la semana de desafiados los ratones (dia 1 de la curva). Este es un experimento
representativo de 3 realizados. *, p<0,05 (CAHD-STAT3Y705F vs. C4HD-pcDNA3.1). (B) y (C) En el dia 38 se
sacrificaron los animales y el tumor fue pesado (B) y luego fijado en formol 10/ e incluido en parafina. Se
realizaron cortes histoldgicos y se tifieron con H&E (100X) (C). Se observan las figuras mitéticas indicadas con

flechas a mayor aumento en los recuadros (400X).

Tabla 5. Vacuna celular terapéutica de células C4HD-STAT3Y705F

Tratamiento Media del volumen Tasa de crecimiento / Inhibicion del
tumoral (mm°®) £ ES + ES (mm®/dia) crecimiento
C4HD-pcDNA3.1 1025,0 + 333,4° 32,4+2,2°
C4HD-Stat3Y705F 762,3 + 140,1° 19,2 +1,2° 46,6°

Los volimenes tumorales y el porcentaje de inhibicién del tumor de animales inmunizados con C4HD-STAT3Y705F con respecto
a animales inmunizados C4HD-pcDNA3.1 fueron calculados al dia 38 post-desafio. Las tasas de crecimiento se calcularon como
las pendientes de las curvas de crecimiento.

2ys® p<0.01.

¢ con respecto a células C4HD-pcDNA3.1, para la inhibicidn del crecimiento, p<0,001,

También examinamos si la inmunizacién con células C4HD-STAT3Y705F recluta linfocitos
en el microambiente tumoral. Mediante un analisis por inmunofluorescencia y citometria de
flujo, los linfocitos infiltrantes de tumores inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F
presentaban un aumento en el nimero de células NK en comparacidn con los ratones del grupo
control. También pudimos observar un leve aumento, aunque no significativo, en la infiltracion
de LT CD4" en el grupo CAHD-STAT3Y705F, mientras que los porcentajes de LT CD8" infiltrantes

se mantuvieron similares para ambos grupos (Figura 45).
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Figura 45. Caracterizaci n de las poblaciones linfocitarias infiltrantes del tumor C4HD luego de la inmunizaci n
terap utica. Analizamos por inmunofluorescencia y citometria de flujo la presencia de distintas poblaciones de
linfocitos en tumores C4HD extirpados de ratones inmunizados en forma terapéutica con células C4HD
transfectadas como se describié previamente (Figura 43). Se muestra el porcentaje de células NK (CD3'DX5), de

LT CD4" y de LT CD8" entre los linfocitos totales (nimeros en los cuadrantes superiores izquierdos y derechos

respectivamente). **, p<0,01 (n = 5).

e En células 4T1

Para el caso de las células 4T1, se inyectaron s.c. ratones BALB/c con 1x10° células 4T1
transfectadas in vitro con el vector STAT3Y705F o con el vector pcDNA 3.1 e inactivadas por
irradiacion (100Gy) a los dias 4, 11 y 18 post desafio con el tumor 4T1 salvaje Se monitoreo el
crecimiento tumoral a lo largo del experimento y observamos una inhibicién del 37,5/ en los

ratones inmunizados con las células 4T1-STAT3Y705F con respecto al grupo vector vacio a los
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34 dias post desafio (Figura 46 A, tabla 6). También observamos una disminucién en el peso
tumoral (Figura 46 B) y en el nimero de metdstasis en pulmén (Figura 46 C). Los estudios
histopatolégicos de los tumores de los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F
mostraron una disminucién del grado histoldgico, con una disminucién de la anisocariosis y del
nimero de mitosis por campo en comparacion a lo observado en tumores de ratones

inyectados con células 4T1-pcDNA3.1 (datos no mostrados).
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Figura 46. La administracion terapéutica de células 4T1-STAT3Y705F induce una respuesta anti-tumoral. (A) El dia
0, los ratones BALB/c (n=8) fueron inoculados con 1x10* células 4T1. Los ratones se trataron con 1x10° células 4T1-
STAT3Y705F irradiadas o células control los dias 4, 11 y 18. Se midié el volumen tumoral tres veces por semana. (B)
Se pesaron los tumores provenientes de ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F o 4T1-pcDNA3.1 al
finalizar el experimento, *, p<0,05. (C) Se contaron el nimero de colonias metastasicas en los pulmones de los
ratones desafiados con el tumor 4T1 y posteriormente inmunizados. Los valores representan la media + ES (n = 8),

*, p <0,05. Se obtuvieron resultados similares en 3 experimentos independientes.

Tabla 6. Vacuna celular terapéutica de células 4T1-STAT3Y705F

Tratamiento Media del volumen Tasa de crecimiento / Inhibicién del
tumoral (mm°®) £ ES + ES (mm?®/dia) crecimiento
4T1- pcDNA3.1 522,5+44,1° 27,3+2,9°
4T1-STAT3Y705F 326,6 + 56,33b 18,4 + 1,4b 37,5¢

Los volumenes tumorales y el porcentaje de inhibicién del tumor de animales inmunizados con células 4T1-
STAT3Y705F con respecto a los inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1 fueron calculados al dia 34 post-desafio. Las
tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento.

2vs®, p<0,01.

© con respecto a células pcDNA3.1-4T1, para la inhibicién del crecimiento, p<0,001.
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Estos hallazgos demuestran por primera vez que la inmunizacion con células que
tienen inhibida la activacion de STAT3 es capaz de inhibir el crecimiento de tumores primarios
ya establecidos, lo que sugiere una potencial aplicacidon terapéutica de este protocolo de

inmunizacion con células tumorales.



CAPITULO I

Induccidn de senescencia por inhibicion de

STAT3 en células de cancer de mama
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INTRODUCCION (CAPITULO I11)

1. SENESCENCIA CELULAR

En los ultimos afios, los avances realizados en la comprension de la patologia del cancer
han puesto en evidencia el rol de la senescencia como una barrera a la iniciacion y progresién
tumoral. En 1965, Leonard Hayflick describié por primera vez a la senescencia celular como el
proceso en el cudl las células en cultivo dejan de replicarse (Hayflick 1965). Hoy en dia se sabe
gue la senescencia también puede ser inducida en células “jovenes” por la activacién aberrante
de un oncogén (senescencia inducida por oncogenes u OIS, del inglés, oncogene induced
senescence), exposicion a farmacos quimioterapéuticos, estrés oxidativo, por pérdida de genes
supresores de tumores, como PTEN, RB1, NF1 e INPP4B o bien recientemente se ha descripto
gue también puede gatillarse por la inactivacién de un oncogén necesario para la supervivencia
de la célula.

Las células senescentes muestran cambios en la morfologia celular, el metabolismo, Ia
estructura de la cromatina y tienen un determinado patréon de expresion génico (Kuilman, et al.
2010). Una caracteristica distintiva de las células senescentes es el aumento en la actividad de
la B-galactosidasa asociada a senescencia (Dimri et al. 1995), un marcador, que en combinacién
con otros marcadores moleculares permite identificar las células senescentes in vitro o in vivo

(Collado et al. 2005).

1.1. Senescencia replicativa

Ocurre durante la propagacién de células humanas en cultivo como consecuencia del
acortamiento progresivo de los telémeros, lo que conduce, luego de sucesivas divisiones
celulares, a un freno en la replicacion (Harley, et al 1990). Cuando los teld6meros alcanzan una
longitud minima critica, la célula censa este acortamiento como una ruptura en la doble hélice

en el ADN. Esta ruptura de la doble hélice desencadena una respuesta de dafio al ADN (DDR, del
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inglés DNA damage response) que resulta en la formacién de focos de fosforilacién de Ila
histona H2AX (y-H2AX) asociados a senescencia y en la activacién de las quinasas ATM y ATR
(d"’Adda di Fagagna et al. 2003). Estas quinasas, a través de una cascada de sefializacién
molecular, conducen a la activaciéon de varias proteinas involucradas en el ciclo celular,
incluyendo a CDC25 (una familia de fosfatasas) y al supresor tumoral p53. En conjunto, estos
cambios pueden provocar un paro transitorio en la proliferacién, dando lugar a que las células
puedan reparar el ADN dafiado. Sin embargo, si el daifio en el ADN es lo suficientemente
extenso o si excede un cierto umbral, las células estan destinadas a sufrir apoptosis o
senescencia. Al dia de hoy no se conocen con exactitud los mecanismos que favorecen la
activacién de uno u otro programa, pero se sabe que dependen del tipo celular, de la
intensidad y de la duracidn de la sefal, asi como también de la naturaleza de los dafios (d"Adda
di Fagagna et al., 2003). Ademas de p53, la senescencia replicativa esta relacionada con otro
supresor tumoral, la proteina Rb y con una proteina inhibidora de quinasas dependientes de

ciclinas (CDKI, del inglés, Cyclin dependent kinase inhibitor) y de p16INK4a (Kuilman et al. 2010).

1.2. Senescencia celular prematura

Como mencionamos anteriormente, la senescencia puede también ser inducida
independientemente del acortamiento de los telédmeros por una gran variedad de condiciones.
Este tipo de senescencia se ha denominado prematuro, ya que surge antes de la etapa en la
gue es inducida por la reduccién de los teldémeros. En los ultimos anos, se han acumulado
evidencias respecto a este tipo de senescencia y su rol en la supresién de tumores. A

continuacion mencionaremos algunos ejemplos.

1.2.1. Senescencia inducida por oncogenes (OIS)

Se define como el arresto irreversible del ciclo celular en células normales como

consecuencia de la sobre-expresién de un oncogén como Ras y Raf (Serrano et al 1997; Zhu et

al., 1998). Se cree que la OIS actia como una barrera a la tumorigénesis, tanto en modelos de
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carcinogénesis humanos como murinos (Collado et al., 2005; Serrano et al 1997). En particular,
la proliferacién exacerbada durante la transformacién oncogénica de fibroblastos por

activacion de una proteina mutante de HRAS, HRAS®'?Y

, gatilla la induccién de un programa de
senescencia. Esta replicaciéon excesiva del ADN conduce a la activacién de un mecanismo de
respuesta al daio al ADN, distinto al inducido por la senescencia replicativa, que resulta en la
formacion de focos asociados a senescencia en el ADN. Como consecuencia de esto, se activa
p53, que tiene un rol muy importante como efector de la OIS, induciendo la transcripcion de
genes asociados a la senescencia como CDKN1A (que codifica para la proteina CDKI, p21). La
OIS no sélo promueve la expresion de p53, sino también la de otros efectores de senescencia
como pl6INK4A. Es decir, p53 y pl6INK4a tienen un rol critico durante la senescencia
replicativa y la OIS. En células de ratdn, la inactivacion de p53 es suficiente para eludir la
senescencia inducida por la activacion constitutiva de Ras (Collado et al., 2007; Kamijo et al.
1997; Serrano et al. 1997). En las células humanas, p16INK4a parece jugar un papel mads
importante que p53, ya que algunas células dependen Unicamente de p16INK4a para que se

induzca senescencia por activacién de un oncogén (Ben-porath & Weinberg 2005). En efecto,

los mecanismos de OIS no parecen ser universales para todos los tipos celulares.

1.2.2. Senescencia inducida por inactivaci n de genes supresores de tumores.

Al igual que lo descripto para la sobreexpresién o mutacidon de un oncogén, la pérdida de
un gen supresor de tumores también puede desencadenar un programa de senescencia en
células humanas y de ratén. En particular, la pérdida de genes supresores de tumores, como
PTEN, RB1, NF1 e INPP4B (Collado et al. 2005; Shamma et al. 2009) puede inducir rapidamente
la activacion de un programa de senescencia. La senescencia inducida por la pérdida de PTEN es
promovida por mecanismos distintos a los descriptos para OIS ya que se caracteriza por la
ausencia de una replicacién exacerbada y por la falta de activacion de mecanismos de
reparacion en respuesta al dafio al ADN (Alimonti et al. 2010). Al igual que durante la OIS, p53

tiene un rol importante en la senescencia inducida por la inactivacién de un gen supresor de
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tumores. La pérdida de PTEN conduce a una hiperactivacion de mTOR, lo que promueve el

aumento de la expresién de p53 y el consecuente arresto del ciclo celular.

1.3. Senescencia inducida por inactivaci n de oncogenes

Las consecuencias de la inactivacién de un oncogén en un tumor son muy variadas y
dependen del contexto celular. Recientemente se han realizado experimentos utilizando
modelos de ratones transgénicos condicionales para explorar las consecuencias de la supresion
de los oncogenes MYC, Ras, Braf y BCR-ABL en tumores (Felsher et al. 1999; Hoeflich et al.,
2006; Huettner et al. 2000; Jain et al.,, 2013; Shachaf et al. 2004). La inhibicién de estos
oncogenes puede conducir a la detencidn de la proliferacion, la apoptosis (Felsher et al. 1999),
la diferenciacidn (Shachaf et al. 2004), la inhibicidn de la angiogénesis (Giuriato, et al. 2006) y
hasta incluso la induccién de senescencia (Wu et al. 2007). En particular, el grupo del Dr.
Felsher ha demostrado la importancia de la induccién de senescencia por inactivacion de MYC
en la eliminacién de tumores por inhibicion de oncogenes (Wu et al. 2007). Esto fue valido para
diversos modelos tumorales, incluyendo linfoma, osteosarcoma y carcinoma hepatocelular, que
contaban con la particularidad de haber sido inducidos precisamente por el oncogén MYC. La
tumorigénesis mediada por MYC promueve un fenédmeno que se conoce como adiccién a un
oncogén (oncogene addiction) (Felsher 2008), caracterizado por la dependencia de las células
tumorales a los oncogenes que ayudaron en el desarrollo del tumor. En este trabajo, Wu vy
colaboradores demostraron que la inactivacién de los mediadores cruciales de la senescencia,
como pl6INK4a, RB y p53, inhibid la senescencia y la regresién tumoral observada por
inactivacion de MYC en ratones inmunocompetentes. De esto se concluye que las células deben
mantener intactos estas moleculas clave para que los tumores sean sensibles a la senescencia.
Probablemente, las células que no puedan expresar éstas proteinas o que presenten
mutaciones en las mismas no van a ser capaces de activar un programa de senescencia luego de
la inactivacién de un oncogén.

Por otro lado, la inactivacién de oncogenes también puede inducir senescencia celular

en casos en donde el oncogén blanco no es el responsable de la carcinogénesis. Un ejemplo de



Pagina |137

GlZD, en donde la inactivacion de los tres

esto es el carcinoma de pulmdn iniciado por KRAS
pardlogos de MYC, MYC, MYCL1 y MYCN da como resultado la regresion del tumor por
induccidn de apoptosis y de senescencia (Soucek et al. 2008). En su conjunto, estos resultados
muestran que la inhibicion de un oncogén puede gatillar senescencia en tumores ya
establecidos, lo que sugiere que esta senescencia por inactivacién de un oncogén puede ser un
mecanismo general de regresion tumoral luego de la inactivacion de oncogenes (Figura 47).
Sobre estas evidencias es razonable esperar que las terapias dirigidas contra moléculas

necesarias para el crecimiento tumoral den lugar a la induccién de senescencia celular (Collado

& Serrano 2010).

Senescencia inducida
por activacién de oncogenes

Respuestas de dafio al ADN _ awam - P awn
p53, RB, p16INK4a, p15INK4b, p21CIPC @™ R e,
Formacion de heterocromatina

Células
senescentes

Senescencia inducida por
inactivacién de oncogenes

p53, RB, p16INK4a, p15INKdb, p21CIP
Formacion de heterocromatina

Activacion de
Células = un oncogén

normales

Tumorigenesis

Inactivacion Célula
Células tumorales de un oncogén senescentes

Figura 47. Modelo de inducci n de senescencia por inactivaci n de oncogenes. La activacion de un oncogén en
células normales puede activar la respuesta de dafio al ADN e inducir senescencia, mediada por el aumento de la
expresion de los genes supresores de tumores p53 y RB, de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas,
p15INK4b, pl6INK4a vy p21C'P, y una formacion de heterocromatina. En células en donde algunos de los
mecanismos moleculares que promueven la senescencia se encuentran mutados o ausentes, la activaciéon de un
oncogén puede conducir al desarrollo tumoral. Por otro lado, la inactivacién de un oncogén en estas células
tumorales también puede conducir a la senescencia mediada por los efectores moleculares previamente

descriptos para la senescencia por activacién de un oncogén. Adaptado de Wu et al., 2007.

2. INMUNOVIGILANCIA DE CELULAS SENESCENTES

Como mencionamos anteriormente, la senescencia celular actia como una potente

barrera frente a la tumorigénesis. Las células senescentes no sélo presentan la caracteristica de
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sufrir la detencién del ciclo celular, sino ademas, se ha encontrado que secretan factores que
refuerzan la detencién del ciclo, que alteran el microambiente, y que pueden activar la inmuno-
vigilancia. En su conjunto, estos factores secretados conforman lo que se conoce con el nombre
de fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, del inglés, senescence associated secretory
phenotype), que incluye factores de crecimiento, quimioquinas y citoquinas inflamatorias
(Freund, et. al 2010; Mason et al., 2006). Por medio de la secrecidn de estos factores, las células
senescentes pueden comunicarse con su entorno y, por lo tanto influir en el microambiente
tisular, promoviendo distintos procesos como la angiogénesis, la diferenciaciéon celular o la
proliferacién (Hoenicke & Zender 2012). Con respecto al desarrollo del tumor, originalmente se
creia que los factores secretados por las células senescentes promovian la proliferacion del
tumor (Krtolica, et al 2001). Sin embargo, datos mas recientes indican que el fenotipo secretor
asociado a senescencia puede atraer a células del sistema inmune. Un ejemplo de esto es el
estudio realizado por Lowe y colaboradores en donde la restauracion de la expresion de p53 en
un modelo de cancer hepatico de ratén provoco la induccién de senescencia celular asociada a
una secrecién pronunciada de quimioquinas y citoquinas. Estos factores promovieron la
infiltracion de células inmunes como macrofagos, neutréfilos y células NK que mediaron la
eliminacién de las células tumorales senescentes (Xue et al. 2007) (Figura 46). Este estudio
demostrd por vez primera la interaccidén entre la senescencia celular y el sistema inmune y
sugiere que la induccion de senescencia puede ser un estrategia terapéutica para activar una
respuesta inmune anti-tumoral (Xue et al. 2007).

Teniendo en cuenta que la induccién de senescencia es un mecanismo que frena la
transformacidén oncogénica, y en base a la interaccion existente entre las células senescentes
con el sistema inmune, recientemente se ha explorado si la respuesta inmune contra células
pre-cancerosas senescentes tiene relevancia en la supresion de la formacion del tumor. Se ha
encontrado que las citoquinas y quimioquinas producidas por hepatocitos de ratén senescentes

por sobre-expresion de NRAS®Y

atraen células de la inmunidad innata y adaptativa, sugiriendo
gue estos hepatocitos senescentes podian ser eliminados por el sistema inmune (Kang et al.,
2011). En este trabajo se demostré efectivamente, que la eliminacion de los hepatocitos pre-

cancerosos senescentes depende de la induccidon de una respuesta inmune adaptativa ya que
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en ratones inmunodeficientes y en ratones knockout para LT CD4" la eliminacién de lo
hepatocitos que expresan NRAS®'?Y fue ineficiente. Mas auin, en estos ratones, la expresion de
este oncogén condujo al desarrollo de carcinomas hepatocelulares (Kang et al., 2011). A su vez,
se encontré que los LT CD4" dependen de los monocitos y de los macréfagos para eliminar
eficientemente a los hepatocitos senescentes (figura 48). En otro trabajo se describié que las
células NK son fundamentales para eliminar a las células hepaticas estrelladas senescentes y
como consiguiente limitar la progresién de la cirrosis hepatica (Krizhanovsky et al. 2008) (Figura
48). Esto implica que las respuestas inmunes contra las células senescentes pueden ser muy
distintas para cada situacién patoldgica y dependen del contexto de cada enfermedad (Figura
48). En conjunto, estos antecedentes muestran que la senescencia inducida por oncogenes
tiene un rol importante en la induccién de respuestas inmunes especificas contra antigenos
expresados en las células pre-cancerosas y que las células T CD4" y la inmunidad innata son

jugadores clave en la eliminacién de estas células impidiendo el desarrollo de cancer de higado.
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Figura 48. Representaci n esquem tica de las respuestas inmunes contra las ¢ lulas senescentes en contextos de
diferentes enfermedades. La induccién de senescencia en los carcinomas de higado activa una respuesta inmune
innata que lleva a la eliminacidn de las células senescentes por los macréfagos, neutroéfilos y células NK (izquierda).
En contraste, los hepatocitos pre-malignos senescentes, inducidos por la activacion aberrante de un oncogén,
activan una respuesta mediada por células T CD4" antigeno especificas. En esta respuesta también estdn
involucrados los monocitos y macréfagos (medio). Las células estrelladas hepaticas senescentes son eliminadas por
células NK, evento fundamental para limitar la progresion de la fibrosis hepatica en higados dafiados crénicamente

(derecha). Adaptado de Hoenicke & Zender, 2012.
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Por otro lado, también existen trabajos que vinculan la respuesta inmune con la
induccion de senescencia por inactivacion de un oncogén. Felsher y colaboradores demostraron
gue la induccién de senescencia celular in vivo y la regresion tumoral, en modelos murinos de
linfoma de células T o en leucemias de células B, por inactivacién de MYC o del oncogén BCR-
ABL, respectivamente, requieren de un sistema inmune intacto, mas especificamente, de las
células T CD4" (Rakhra et al. 2010). En este trabajo demostraron que la inactivacién de MYC
resulta en un aumento de la expresiéon de diversas citoquinas y quimioquinas en tumores, como
eotaxina-1, IL-5, Rantes, IFN-y y TNF-a. Todos estos mediadores pro-inflamatorios pueden
fomentar una respuesta inmune anti-tumoral. Estos resultados indican que la regresion del

tumor por inactivacion de un oncogén depende de células del sistema inmune.

3. SENESCENCIA Y STAT3

Hasta la fecha, existen muy pocos trabajos que vinculen a STAT3 y las vias que conducen
a la senescencia celular. En particular, estos trabajos son de los ultimos afos, 2011 y 2012, y
fueron publicados al poco tiempo de empezar la nueva linea de investigacién que estamos
introduciendo en este capitulo. Podemos mencionar entre ellos, al estudio realizado en lineas
celulares de cancer de colon y de pulmén humano, en donde lo autores describen que la
inhibicion de la via de sefializacién de IL-6/STAT3 en células tumorales expuestas a dafios en el
ADN deteriora el crecimiento de las mismas y favorece la induccion de la senescencia (Yun, et
al.,, 2012). En base a los resultados obtenidos, este estudio sugiri6 que la IL-6 inhibe Ia
senescencia, y que a su vez, promueve la supervivencia y proliferacién de las células tumorales
expuestas a dafios en el ADN a través de la activacién de la via de sefializacién de STAT3-JAK1
(Yun, et al., 2012). En otro trabajo, investigando el rol en células de melanoma de Maml1, una
proteina co-activadora de las vias de sefializacién de Notch y Wnt, se encontré que su inhibicidn
resulta en la induccién de senescencia y en un aumento de la producciéon de IFN-y y de
guimioquinas, junto con la disminucion de la actividad de STAT3. Por otro lado,
interesantemente, en este trabajo muestran que la inhibicidon en la proliferacion in vivo de

células de melanoma murino que tienen inhibida la expresion de Maml1 depende en parte de
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los LT CD8" y de las células NK, aportando mas evidencias sobre la induccién de senescencia y

su contribucién al aumento de la imnunovigilancia (Kang et al., 2012).

Teniendo en cuenta que: i) la senescencia celular es un mecanismo importante de
regresion tumoral luego de la inactivacion de oncogenes; ii) las células senescentes promueven
respuestas inmunes mediadas por células de la inmunidad innata, como NK y macréfagos, y de
la inmunidad adaptativa como los LT CD4"; jii) STAT3 es un punto de convergencia de
numerosas vias oncogénicas; iv) el proceso de senescencia conduce a la secrecién de citoquinas
pro-inflamatorias al igual que la inactivacion de STAT3; v) la actividad de STAT3 protege de la
induccidn de senescencia; y vi) la inmunizacién con células tumorales de mama que tienen
bloqueada la activaciéon STAT3 induce una respuesta anti-tumoral NK-CD4® dependiente
(Capitulo 11). Entonces, nos preguntamos si la inhibicién de STAT3 esta activando un programa

senescencia celular en células de cancer de mama.
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OBJETIVOS (CAPITULO 1lI)

Evaluar las consecuencias de la inhibicion de STAT3 en la expresién de marcadores

moleculares asociados a senescencia celular en células de cancer de mama

Objetivos especificos:

e Estudiar si el bloqueo de STAT3 a través de la transfeccién con el vector STAT3Y705F o
con siRNA inducen marcadores de senescencia como la actividad de la enzima B-
galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal) y la expresion de las proteinas

p16INK4a, p15INK4b y p21CIP en células de cdncer de mama murinas y humanas.

e Estudiar cambios en la estructura de la cromatina por inhibicion de STAT3.

e Evaluar posibles mecanismos moleculares involucrados en la induccién de senescencia

por inhibicidon de STATS3.
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RESULTADOS (Capitulo IlI)

1. La inhibici n de STAT3 est asociada a un aumento de marcadores de senescencia celular.

Como mencionamos anteriormente, la senescencia celular es un mecanismo importante
durante la regresion tumoral por inactivacién de oncogenes criticos para el desarrollo y
mantenimiento del fenotipo tumoral (Wu et al. 2007). También sabemos que este proceso
conduce a la secrecidn de citoquinas pro-inflamatorias (Freund, et. al 2010; Mason et al., 2006),
por lo tanto, nos preguntamos si ademads de la induccién de apoptosis (Gritsko et al., 2006;
Proietti et al. 2005), la inhibicion de STAT3 también podria llevar a la induccién de un programa
de senescencia. Para responder esto, evaluamos distintas caracteristicas asociadas a
senescencia en células tumorales que tienen inhibida la actividad de STAT3. La expresién del
vector STAT3Y705F en células C4HD y 4T1 resultd en un aumento de la tincidon de la B-
galactosidasa acida asociada a senescencia (SA-B-Gal) (Figura 49 A). Por otro lado, quisimos
corroborar estos resultados utilizando otra estrategia para inhibir a STAT3. Con ese fin,
utilizamos la técnica de siRNA: transfectamos células en cultivo con un siRNA especifico contra
la secuencia de STAT3. Al igual que lo observado para la transfeccion con el vector STAT3Y705F,
la inhibicion de STAT3 por siRNA indujo un aumento de SA-B-gal (Figura 49 B). Corroboramos,
mediante WB, que la inhibicion de STAT3 utilizando siRNA especifico contra esta proteina fue

de alrededor del 80-90/ en las células C4HD y 4T1 (Figura 50).
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Figura 49. La inhibici n de Stat3 induce un aumento de la actividad de SA-8-gal. (A) Las células CAHD y 4T1 fueron
transfectadas con el vector vacio pcDNA3.1 o con Stat3Y705F. La actividad SA-B-gal se evalud luego de 48 h de
transfeccidon segun el protocolo descripto en la seccién “Materiales y métodos”. Observamos las células en el
microscopio y registramos el nimero de células senescentes de un total de 400 células contadas por tratamiento.
Magnificacidn original 400X. Los datos representan la media + ES del porcentaje de células SA-B-gal-positivas de
duplicados experimentales (**, p<0,01). Se muestra un experimento representativo de un total de 4. (B) Las células
C4HD vy 4T1 fueron transfectadas con siRNA control o con siRNA contra Stat3 y 72 h luego evaluamos la actividad
SA-B-gal. Se procedié de igual manera a lo descripto para (A). (**,p<0,01, ***, p<0,001). Se muestra un

experimento representativo de un total de 3.
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Para corroborar que la inactivacién de STAT3 resulta en la induccién de un programa de
senescencia, analizamos la expresion de otros marcadores moleculares como p15INK4b y
p1l6INK4a. Tras la inactivacion in vitro de STAT3 por transfecciéon con STAT3Y705F, las células de
cancer de mama C4HD y 4T1 exhibieron una induccién de la expresion de la proteina p15INK4b

y p16INK4a como se muestra mediante WB (Figura 51).
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p16INK4a ‘_ “ expresion de p16INK4a y p15INKb fueron analizados por WB a

- i ——— ——— . . , .
B-tubulina partir de los extractos proteicos. Se reveld B-tubulina como

p15INK4b - - control de carga.

B-tubulina

De manera similar, la inhibicion de la expresién de STAT3 por siRNA en células C4HD
también produjo un aumento del ARNm de p16INK4a analizado por RT-PCR cuantitativa (Figura

52 A) asi como la expresion a nivel proteico (Figura 52 B).
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Figura 52. La inhibici n de STAT3 por siRNA induce la expresi n de marcadores moleculares asociados a
senescencia celular. (A) Las células C4HD fueron transfectadas con siRNA Control o siRNA STAT3 durante los
tiempos indicados. Se extrajo el ARN y luego de la retrotranscripcion, el ADNc se amplificé por PCR en tiempo real.
Las veces de induccion de la expresion del ARNm se calcularon dividiendo los nimeros arbitrarios obtenidos para
el ARNm de p16INK4a de cada muestra en la PCR cuantitativa por las cantidades obtenidas del control interno
GAPDH, estableciendo en 1 el valor de la muestra siRNA Control y determinando las veces de incremento del
ARNm relativo a la muestra siRNA Control. Los datos representan la media de tres experimentos independientes +
ES (*, p<0,05). (B) Se determinaron los niveles de expresion de p16INK4a por WB a partir de extractos proteicos de

células C4HD transfectadas 48 h con siRNA control o siRNA STAT3. Se reveld B-tubulina como control de carga.

Por lo tanto, la inactivacion de STAT3 en las células de cancer de mama murino C4HD y
4T1 resulta en un aumento de la SA-B-gal y en la induccion de p16INK4a y p15INK4b, todos

marcadores moleculares asociados con la senescencia celular.

2. La inactivaci n de STAT3 produce cambios en la estructura de la cromatina.

La senescencia celular es conocida por estar asociada con cambios globales en la estructura
de la cromatina (Narita et al. 2003; R. Zhang et al. 2005). Por lo tanto, examinamos modificaciones
de la cromatina asociadas con la senescencia celular en células C4HD in vitro, como la trimetilacidn
de la lisina 9 de la histona H3 (triMeK9H3). Mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal,

encontramos que la transfeccion de células C4HD con el vector STAT3Y705F o con un siRNA contra
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STAT3 promueve un aumento de la triMEK9H3 en comparacidon con las células control (Figura 53).
Por lo tanto, estos resultados indican que la inactivacién de STAT3 promueve cambios en las
modificaciones post-traduccionales de histonas, especificamente en la trimetilacién de la lisina 9 de

la histona H3, modificacion que ha sido previamente asociada a un fenotipo senescente.

C4HD
pcDNA3.1 STAT3Y705F  siRNA Control  siRNA STAT3

K9H3

)

TriM
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Figura 53. La inhibici n de Stat3 induce cambios en la estructura de la cromatina in vitro. Evaluamos la
trimetilacidn de la lisina 9 de la histona H3 (TriMeK9H3) por inmunofluorescencia seguida de microscopia confocal
en células CAHD-pcDNA3.1 o Sat3Y705F o en células trasfectadas con siRNA Control o siRNA STAT3 durante 48 h.
TriMeK9H3 fue localizado utilizando un anticuerpo monoclonal de conejo seguido de la incubacién con un
anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (Verde). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI

(azul). Estas imagenes son representativas de 3 experimentos.

3. La inhibici n de la proliferaci n de ¢ ncer de mama por inactivaci n de STAT3 depende de

la inducci n de senescencia celular

La activacidén del programa de senescencia celular requiere de la funcién de distintos
supresores de tumores, incluyendo a p16INK4a, p53 y Rb entre otros (Chen et al. 2005; Masashi
et al. 2003; Schmitt et al. 2002). Por lo tanto quisimos evaluar si la expresion de alguno de estos

genes era necesaria para la induccién de senescencia por inhibicion de STAT3. Por lo tanto,
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evaluamos el efecto de la pérdida de expresion de p16INK4a en células C4HD transfectadas con
siRNA contra STAT3. Para ello bloqueamos la expresion de p16INK4a con siRNAs junto con el
bloqueo de STAT3. La inhibicidén en la expresiéon de p16INK4a y de STAT3 en células C4HD
transfectadas con siRNAs contra ambas proteinas se corrobord por WB (Figura 54 A). Pudimos
comprobar que las células C4HD que no tienen p16INK4a no pueden efectuar su programa de
senescencia, determinada por la actividad de SA-B-gal, gatillado por la falta de STAT3. Por el
contrario, luego de la inhibicion de STAT3 encontramos actividad SA-B-gal en células que

expresan p16INK4a endégena (Figura 54 B).
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Figura 54. La pérdida de p16INK4a impide la induccién de SA-B.gal en células que tienen inhibida STAT3. (A) Las
células C4HD fueron transfectadas con siRNA control o siRNA STAT3 o siRNA p16INK4a o con la combinacion de
estos dos ultimos siRNA durante 48 h. Los niveles proteicos de STAT3 y de p16INK4a fueron evaluados por WB. Se
reveld B-tubulina como control de carga. (B) Se realizé un ensayo de SA-B.gal como se explico para la figura 47. Los
datos representan la media + ES del porcentaje de células SA-B-gal-positivas de duplicados experimentales (**,

p<0,01). Se muestra un experimento representativo de un total de 4.

Acorde a resultados previos de nuestro laboratorio (Proietti et al., 2009; Proietti et al.,
2005), la inhibicién de STAT3 disminuyé la proliferacion in vitro de células C4HD creciendo en
un medio completo, rico en suero (Figura 55). Sin embargo, la inhibicion de la expresién de
p16INK4a en estas células bloqued parcialmente el arresto en el ciclo celular observado por la
transfeccidon con siRNAs contra STAT3. Es decir, las células CAHD que no expresan pl6INK4a

exhibieron una proliferacion sostenida, inclusive mayor al control, tras la inactivacién de STAT3
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(Figura 55). La pérdida de p16INK4a previene la induccién de senescencia celular y la inhibicién

de la proliferaciéon por inactivacién de STAT3.
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Figura 55. La pérdida de p16INK4a revierte la inhibicién de la proliferacién inducida por la inhibicion de STAT3.
Realizamos un ensayo de proliferacién por incorporacion de timidina-[*H] en células C4HD transfectadas con siRNA
control o siRNA STAT3 o siRNA p16INK4a o con la combinacion de estos dos ultimos siRNA. Luego 48 h en medio de
transfeccién mas 24 h en medio completo se cosecharon las células y se midio la radioactividad incorporada. Los
datos se presentan como la media de las cpm * ES de octuplicados. Las diferencias significativas fueron calculadas
contra las células transfectadas con siRNA Control y contra células transfectadas con siRNA Stat3 (***, p<0,001). Se

muestra un experimento representativo de tres.

4. Lainhibici nde STAT3 induce senescencia en ¢ lulas de ¢ ncer de mama humano

Por ultimo, quisimos evaluar si los resultados obtenidos para las células de cancer de
mama de ratdn podian extenderse a modelos humanos. Para ello trabajamos con la linea
celular humana de cancer de mama, MDA-MB-231, que tiene activacidén constitutiva de STAT3
(Cotarla et al., 2004; Dechow et al., 2004; Diaz et al., 2006; Dolled-filhart, et al. 2003; Leslie et
al., 2006; Vultur et al., 2004). La linea celular MDA-MB-231 deriva de la efusidn pleural de un
paciente con cancer de mama y que no expresa niveles significativos de receptores de
estrogeno, de RP ni de ErbB2. Transfectamos células MDA-MB-231 con siRNA contra STAT3 y
analizamos la tincion de SA-B-gal. Observamos un aumento en la tincién de SA-B-gal en células
MDA-MB-231-siRNASTAT3 en comparacion con las células transfectadas con un siRNA control

(Figura 56 A). Por otro lado, analizamos la expresiéon de marcadores moleculares de senescencia
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como p21C'P. Observamos un aumento en la expresién de proteina inhibidora de quinasas

dependientes de ciclinas p21* luego de la inhibicion de STAT3 (Figura 56 B). Se ha reportado
qgue las MDA-MB231 no tienen una proteina p16INK4a funcional. En nuestro caso, no pudimos
observar expresion de la misma por WB. La inactivacién de STAT3 en éstas células por medio de
transfeccion con siRNA de STAT3 inhibe su proliferacién (figura 56 C), al igual que lo observado

en las MDA-MB-231 utilizando inhibidores farmacolégicos de STAT3 (R Garcia et al. 2001; Kotha
et al. 2006).
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Figura 56. La inhibici n de Stat3 en c lulas de ¢ ncer de mama humano induce la expresi n de marcadores
asociados a senescencia celular. (A) Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con siRNA control o siRNA
contra STAT3. La actividad SA-B-gal se evalud luego de 48 h de transfeccion segin el protocolo descripto en la
seccién “Materiales y métodos”. Observamos las células en el microscopio y registramos el numero de células
senescentes de un total de 400 células contadas por tratamiento. Magnificacion original 400X. Los datos
representan la media + ES del porcentaje de células SA-B-gal-positivas de duplicados experimentales ( **, p<0,01).

Se muestra un experimento representativo de un total de 3. (B) Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas
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como se explicéd para (A) y luego de 48 h se prepararon extractos proteicos y se evaluaron los niveles de expresion

de p21

“"y de STAT3 por WB. Se reveld B-tubulina como control de carga. (C) Realizamos un ensayo de

proliferacion por incorporacién de timidina-[*H] en células MDA-MB-231 transfectadas con siRNA control o siRNA
STAT3. Los datos se presentan como la media de las cpm + ES de octuplicados (***, p <0,001). Se muestra un

experimento representativo de tres.
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En el presente estudio hemos demostrado que los progestagenos son capaces de inducir

la fosforilacion STAT3 en el residuo Ser727 y que la via de sefalizacién c-Src/p42/p44 MAPK

estd implicada en este evento de fosforilaciéon (figura 57). Ademas, hemos demostrado que la

fosforilaciéon de STAT3 en la Ser727 es necesaria para inducir la expresién de ciclina D1 y

promover la proliferacion de las células de cdncer mama tanto in vivo como in vitro (figura 57).

Estos resultados contribuyen a comprender mas en profundidad los efectos no gendmicos de

los progestagenos en el crecimiento del cancer de mama, evidenciando que la fosforilacién de

STAT3 en Ser727 es un evento esencial.
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Figura 57. Modelo de activaci n de STAT3
inducida por progest genos. El receptor de
progesterona unido a su ligando induce la
activacion de Src y la consecuente activacion
de, por un lado la via de las quinasas MAPK
(Boonyaratanakornkit et al. 2001) y por el
otro, de las quinasas Jak (Proietti et al,
2005). La activacién de Jak conduce a la
fosforilacién en a tirosina 705 (Proietti et al,
2005) y las MAPKs activadas fosforilan a
STAT3 en la serina 727. STAT3 activada por
estos efectos rapidos, no gendmicos del PR
transloca al nucleo donde se une a los sitios
GAS del promotor de ciclina D1 y activa su

transcripcion.
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Actualmente se encuentran descriptas una amplia variedad de quinasas que participan
en la fosforilacion de la Ser727 de STAT3 en diversos tipos celulares, incluyendo p42/p44 MAPK,
quinasas c-Jun (JNK), la MAPK p38, quinasas PKCcy mTOR (Decker & Kovarik 2000).
Recientemente se reveld que la actividad oncogénica de PKCe ocurre a través de la activacion
de la via de Raf-1, MEK-1 y MAPK p42/p44 para finalmente fosforilar a STAT3 en el residuo
Ser727. Adicionalmente se encontré que la fosforilacion de STAT3 en la Ser727 es necesaria
para la induccién de la invasion en varios tipos de cdncer humano via activacion de PKCe (Aziz et
al. 2007).

Con respecto a la sefializacion rapida del RP, Auricchio y colaboradores describieron un
efecto no gendmico de los progestdgenos, evidenciando la activacidn de la via de sefializaciéon
c-Src/p21ras/p42/p44 MAPK en la linea celular humana de cancer de mama T-47D (Ballare et al.
2003, Migliaccio et al. 1998). Mas aun, resultados previos de nuestro grupo demostraron que
los progestdgenos son capaces de inducir la fosforilacién de STAT3 en el residuo Tyr705 a través
de la activacion de la cascada de sefializacion de c-Src/Jak (Proietti et al. 2005). Estos efectos de
los progestagenos sobre las vias de sefalizacidn celular en ausencia de efectos transcripcionales
dependen del clasico RP. De hecho, la proteina RP humana tiene en el dominio amino terminal
(aminodacidos 421 a 428) un motivo poliprolina que media la interaccion directa de RP con el
dominio SH3 de la quinasa especifica de tirosinas c-Src, activandola mediante un mecanismo de
desplazamiento del dominio SH3 (Boonyaratanakornkit et al. 2001). También estos autores
confirmaron que la activacion de c-Src estd mediada por el RP exclusivamente en el citosol,
apoyando la idea de que sélo RP-B puede estimular a c-Src y no RP-A, que es principalmente
nuclear (Boonyaratanakornkit et al. 2007). Notablemente, en nuestros experimentos con
células de cancer de mama humanas, que no expresan RP (T-47D-Y), y en aquellas que expresan
la proteina RP-BmPro, carente del motivo poliprolina necesario para la activacidon de c-Src,
comprobamos que el tratamiento con el progestageno MPA fue incapaz de fosforilar a STAT3
en el residuo Ser727. Interesantemente, hemos encontrado que el MPA induce la activacidon de
p42/p44 MAPK a través de c-Src en células C4HD. Se sabe que el RP de ratén carece del motivo
de poliprolina, pero sin embargo, hemos demostrado en un trabajo previo del grupo que el

MPA también induce la activacion de c-Src en células murinas C4HD (Proietti et al. 2005).
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Ademas, recientemente, en otro trabajo, hemos descripto la importancia de la fosforilacion del
RP en Ser294, tanto en células humanas como de ratén, en la regulacidn de c-Src en respuesta a
heregulina (Proietti et al. 2009). Teniendo en cuenta que el MPA induce la fosforilacion de RP
en el residuo Ser294 (Lange et al., 2000), la activacion de este receptor podria a su vez inducir la
activacion de c-Src en ratdn, de manera independiente al motivo poliprolina.

La evidencia aqui proporcionada sugiere una conexién directa entre la via de
transduccion de sefiales formada por c-Src/p42/p44 MAPK vy la fosforilacion de STAT3 en el
residuo Ser727. En primer lugar, el tratamiento de las células con U0126, inhibidor de la via
p42/p44 MAPK, suprimié la capacidad del MPA de fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727. Por
otro lado, la inhibicién de c-Src por medio de los inhibidores farmacolégicos PP2 y dasatinib,
impidio la activacién de p42/p44 MAPK y en consecuencia, la fosforilacion de STAT3 en Ser727
inducida por MPA. Por ultimo, el ensayo de fosforilacion in vitro demostré que las p42/p44
MAPK activadas por MPA pueden fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727. En conjunto, todas
estas evidencias sugieren fuertemente que el MPA desencadena una cascada de sefializacion
que conduce a la activacidn secuencial de c-Src y p42/p44 MAPK, promoviendo la fosforilacion
de STAT3 en el residuo Ser727, tanto en células de cancer de mama humanas como de ratén.

Hay varios informes que proponen que la finalidad biolégica de la fosforilacién de STAT3
en Ser727, es alcanzar una maxima activacién transcripcional de STAT3 (Decker & Kovarik 2000,
Wen et al. 1995). En esta linea, Shen y colaboradores observaron y describieron una marcada
reduccion en la actividad transcripcional de STAT3 in vivo cuando las células expresan la
mutante STAT3S727A (Shen et al., 2004). El mecanismo por el cual STAT3S727A actia como
dominante negativo radica en su capacidad de formar heterodimeros con la proteina
enddgena, lo que resulta en la formacién de un homodimero inactivo y como consecuencia, en
una pobre activacion transcripcional (Bromberg et al., 1998). Nuestros resultados indican que la
presencia de la proteina mutante STAT3S727A suprimié la actividad transcripcional del
reportero m67 y del promotor del gen de ciclina D1. Ademas, los ensayos de ChlP realizados en
células transfectadas con STAT3S727A, demuestran claramente que la fosforilaciéon de STAT3 en
el residuo Ser727 es necesaria para el reclutamiento de STAT3 a los sitios GAS del promotor de

ciclina D1.
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En un principio se creia que el aumento de la transcripcidn por la fosforilacién en serina
podia ser explicado por una influencia positiva de la fosforilacion de la serina en la fosforilaciéon
de la tirosina de STAT3. Sin embargo, hasta el momento, la informacién disponible no
acompafia esta posibilidad. Al igual que para STAT1, pareciera que la fosforilacién de la tirosina
de STAT3 no se ve aumentada por la fosforilacién en Ser727 (Decker & Kovarik 2000). Por otro
lado, se ha observado recientemente en leucemias linfociticas crénicas que la fosforilacion de
STAT3 en Ser727 es capaz de mediar su activacidn transcripcional independientemente de la
fosforilaciéon en el residuo Tyr705 (Hazan-Halevy et al. 2010). Estos antecedentes sugieren que
los dos eventos de fosforilacion pueden, en principio, estar desacoplados. Esta hipdtesis, a su
vez, también estd apoyada por estudios que muestran la fosforilacidon de serina por estimulos
gue no causan la fosforilacion de la tirosina de STAT3 (Ceresa & Pessin 1996; Gotoh et al. 1996;
Kovarik et al. 1998; Kuroki & O’Flaherty 1999; Lim & Cao 1999; Ng & Cantrell 1997). Todos estos
datos sugieren que los efectos de la fosforilacion de STAT3 en Ser727 en gran medida
dependen del tipo celular, de la clase de estimulo extracelular, y del estado de activacion de la
célula en estudio.

Es ampliamente conocido que la expresién de ciclina D1 es necesaria para la
carcinogénesis mamaria (Yu et al. 2001). A lo largo del capitulo | de esta Tesis hemos
demostrado que la induccién de ciclina D1 por progestdgenos depende de la cascada de
sefializacion compuestas por c-Src/ p42/p44 MAPK /pSTAT3Ser727. Ademas, encontramos que
este evento de fosforilaciéon es esencial para la proliferacidon de células de cancer de mama,
tanto in vitro como in vivo, inducida por progestagenos. Estos hallazgos no sélo profundizan
nuestro conocimiento acerca de la biologia del cancer, sino también permiten proponer nuevos
abordajes terapéuticos dirigidos contra las vias de sefializacion mediadas por p42/p44 MAPK,
como lo es el inhibidor de MEK AZD6244 que actualmente se encuentra en ensayos clinicos en
fase Il para varios tumores malignos (O’Neil et al. 2011; Patel & Kim 2012).

Nuestros datos obtenidos del estudio de una cohorte de pacientes con cancer de mama
demuestran, por primera vez, que existe una asociacién entre los niveles aumentados de
pSTAT3Ser727 y la expresién de RP en carcinomas de mama ductales invasivos. De hecho, se

observé que el 81/ de los tumores RP positivos también acumulan pSTAT3Ser727 en el nucleo,
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aportando mas sustento al nUmero cada vez mayor de evidencias que muestran la activacién de
STAT3 en muestras de cancer de mama (Dolled-Filhart et al. 2003, Sato et al. 2011).
Adicionalmente nuestros datos sugieren que la fosforilacién de STAT3 en el residuo Ser727,
puede ser atribuida a la presencia de RP, y por lo tanto a la acciéon de la progesterona en
pacientes con cancer de mama. Estos resultados junto con los datos que demuestran que la
fosforilacién en Ser727 de STAT3 es necesaria para su activacion transcripcional refuerzan la
teoria de que la fosforilacion en Ser727 conduce a una fuerte actividad transcripcional de STAT3
a través su asociacidon con coactivadores (Schuringa et al., 2001) y en consecuencia, esto
promueve la oncogénesis del cdncer de mama. Alternativamente, la expresion de
pSTAT3Ser727 en tejido de cdncer de mama también puede representar una activacién
persistente de los miembros de la familia MAPK, que son en parte, las quinasas responsables de
la fosforilacion de STAT3 en serina 727 (David et al., 1995; Gee et al., 2001). En otro trabajo
evaluaron por inmunohistoquimica los niveles de pSTAT3Ser727 en carcinomas de mama
ductales, y observaron un marcado aumento en la tincién en comparacién con los tejidos de
mama no cancerigenos (Yeh et al. 2006). En este trabajo estudiaron una cohorte de 68
carcinomas mamarios ductales infiltrantes, y encontraron una correlacién positiva entre el nivel
de pSTAT3Ser727 y el estadio tumoral y su tamafio. La expresidn de pSTAT3Ser727 presentd
también una correlacién negativa con la expresidon del receptor de estrdégenos, y ninguna
correlacién con el RP (Yeh et al. 2006). En este trabajo consideraron como positivo a todas
aquellas muestras que presentaban un 50/ mads de expresién de pSTAT3Ser727 en el tejido de
cancer de mama que en el tejido de mama normal. Si bien nosotros no encontramos una
correlacién significativa entre la expresion del receptor de estrégenos y pSTAT3Ser737 vy si
entre pSTAT3Ser727 y el RP, cabe destacar que nuestro analisis fue completamente distinto. Las
diferencias entre ambos trabajos puede deberse al uso de distintas técnicas de deteccion
(inmunohistoquimica vs inmunofluorescencia), al uso de anticuerpos diferentes (policlonal vs
monoclonal), al tipo de estatificacion y también a las diferentes cohortes (cohorte de pacientes
de China vs. Argentina).

Por otro lado, existen diversos estudios sobre la fosforilacion de STAT3 en la tirosina 705

en muestras de cdncer de mama. Sin embargo, los datos hasta el momento son bastante
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contradictorios en cuanto al valor prondstico de STAT3 en cancer de mama (Dolled-filhart et al.
2003; Sato et al., 2011; Sheen-Chen et al., 2008). En el trabajo de Dolled-Filhart y colaboradores
detectaron un modesto valor prondstico favorable para la localizacion nuclear de Stat3
fosforilada en la tirosina en tumores de cdncer de mama. En dicho trabajo, no encontraron
relacion significativa entre pSTAT3Tyr705 y la expresién de receptores hormonales. En el
estudio de Sato y colaboradores, al igual que en el de Yamashita y colaboradores no detectaron
ningun valor prondstico de STAT3 (Sato et al. 2011; Yamashita et al. 2006). Cabe sefialar que
todas estas diferencias pueden ser debido a una combinacién del andlisis de datos de distintas
STAT3 (total vs. fosforilada en Tyr705), asi como las diferencias en cohortes de pacientes y la
duracién del seguimiento clinico. Es también importante destacar que existe la posibilidad de
que STAT3 tenga valor prondstico en ciertos subgrupos moleculares de cdncer de mama y es

por esto que es importante distinguir entre cada grupo.

En conclusion, los resultados revelan que la progesterona, a través de una
cascada de seinalizacidon independiente de los efectos gendmicos, es capaz de
fosforilar a STAT3 en la Ser727 conduciendo a la induccidon de ciclina D1 y la

concomitante activacion del crecimiento del cancer de mama in vivo.
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DISCUSION (CAPITULO I1)

Uno de los aspectos mas interesantes de STAT3 como blanco en la terapia contra el
cancer, es que el efecto antitumoral observado al bloquear la expresidon de STAT3, utilizando
distintas estrategias, involucra también una respuesta inmune del huésped (Molavi et al., 2008;
Niu et al., 1999; Yu, et al. 2007). En el presente trabajo demostramos que la inyeccién seriada
de células de cancer de mama, C4HD y 4T1, transfectadas in vitro con un vector DN de STATS3,
STAT3Y705F, impartié una proteccién inmunoldgica ante el desafio in vivo con el tumor
parental. Nuestros resultados demuestran que la inhibicion de la activacidon de STAT3 produce
un cambio en el fenotipo tumoral, ya que las células pasan de un estado promotor de la
tumorigénesis y de la tolerancia inmunoldgica a un fenotipo inflamatorio que puede ser
aprovechado con éxito en una inmunoterapia contra el cancer de mama, ya sea en forma
profilactica o terapéutica. Nuestros estudios en las células de cdncer de mama C4HD, en donde
la activacion de STAT3 es inducida por MPA, y en células 4T1, que presentan activacion
constitutiva de STAT3, muestran que la inmunizacidn con células transfectadas con un DNSTAT3
resulta en la inhibicidon del crecimiento tumoral y en la prevencidn de metdstasis. Ademas,
hemos demostrado que los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F desarrollaron una
respuesta inmune antitumoral que proporciona proteccidn cruzada contra otros canceres de
mama singeneicos, como las células C4HD, y contra las células de carcinoma de colon CT26.

Este trabajo es el primer reporte experimental demostrando que la inhibicion del
crecimiento de un tumor de mama puede ser logrado mediante la activacién del sistema
inmune administrando como inmundgeno a las células tumorales que tienen inhibida la
activacién de STAT3.

Como mencionamos en la introduccion de esta Tesis, la activacion de STAT3 estd
finamente controlada en células normales, debido a que es necesario prever su hiperactivacion
para mantener la homeostasis del sistema inmune. En contraste, en células tumorales STAT3 se
encuentra constitutivamente activa, lo que resulta en una respuesta inmune defectuosa vy

conduce a que las células tumorales logren evadir al sistema inmune. En concordancia con los
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informes anteriores en melanoma, carcinoma de colon, sarcoma y linfoma B difuso de células
grandes (Nefedova et al., 2005; Scuto et al., 2011; Wang et al., 2004), nuestros resultados
muestran que el bloqueo de la sefializacién de STAT3 en células de cancer de mama, mediante
la transfeccién con el vector STAT3Y705F o por el tratamiento con el inhibidor farmacolégico
JSI-124, induce un aumento en la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como TNFa, IFN-y,
IL-6, IL-5, asi como de quimioquinas, incluyendo IP-10 y RANTES. Por lo tanto, la transfeccién
con un vector DNSTAT3 convierte a la célula tumoral en una célula que tiene potencialmente la
capacidad de neutralizar las sefales inmunosupresoras creando un microambiente favorable
para el reconocimiento por parte del sistema inmune. Wang y colaboradores demostraron que
el sobrenadante de fibroblastos 3T3 transformados con v-Src que expresan una proteina
DNSTAT3 induce la maduracion de CDs (Tianhong Wang et al. 2004). Ademas, la inhibicion de la
sefializacion de STAT3 en CDs por tratamiento con el inhibidor farmacolégico JSI-124 dio lugar a
la maduracién de estas células en presencia de factores derivados del tumor (Nefedova et al.,
2005). En linea con esta evidencia, en esta Tesis hemos demostrado que las CDs de ratones
inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F co-cultivadas con células C4HD tuvieron un
aumento de la expresién la molécula co-estimulatoria CD86 y de la molécula CMH de clase I,
ambos marcadores de maduracién de CDs. Es importante destacar que las células tumorales
transfectadas con el vector DNSTAT3 o tratados con JSI-124 liberan TNF-a e IFN-y, que pueden
actuar sinérgicamente para inducir en células T CD4" una sefializacién que promueve la sintesis
de quimioquinas antiangiogénicas y por lo tanto previene de la vascularizacién tumoral, y de la
consecuente proliferacién de células tumorales y de las multiples etapas de la carcinogénesis
(Muller-Hermelink et al. 2008). Ademas, las células tumorales que tienen inhibida la actividad
de STAT3 producen RANTES, quimioquina implicada en la migracion de células T y en el
reclutamiento de células NK a los tumores (Wendel et al. 2008), e IP-10, que es un
guimioatractante para células NK y células T activadas (Arenberg et al. 1996).

Previamente, se ha descripto que la transfeccién con el vector STAT3Y705F, tiene una
alta eficacia en la induccién de la regresion del melanoma de ratéon B16 a pesar de la baja
eficiencia de transfeccién in vivo (sélo el 10-15/ de las células tumorales fueron transfectadas

con este vector) (Guilian Niu et al. 1999). Esto llevé a elaborar y comprobar la hipdtesis del
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efecto bystander, que infiere que las células que si estdn transfectadas producen factores
solubles que conducen a la induccién de apoptosis y el arresto del ciclo celular de las células
vecinas no transfectadas (Niu et al., 2001). Desde entonces se han encontrado numerosos
factores, como factores pro-angiogénicos, que son blanco de STAT3 y que en su ausencia no se
expresan, que influyen en el efecto bystander referido anteriormente. También se ha
adjudicado a este efecto la regulacién de la respuesta inflamatoria e inmune del microambiente
tumoral. Es por esto, que pese a que la eficiencia de transfeccién no sea del 100/, se puede
especular que la inhibicion de STAT3 en las células transfectadas afecta a las vecinas,
modificandolas de todos modos.

A través de experimentos de deplecién selectiva de células del sistema inmune, se
encontré que tanto la falta de LT CD4" como de células NK, pero no de LT CD8", impidieron el
efecto anti-tumoral observado por la inmunizacién de ratones BALB/c con células transfectadas
con STAT3Y705F. Ademas, también hemos determinado que sélo las células NK de ratones
inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F tienen la capacidad de lisar las células C4HD
salvajes. También observamos un fuerte incremento en la secrecidon de IFN-y en esplenocitos
provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F luego del co-cultivo con
células C4HD. Respecto a este punto, encontramos que los LT CD4" y las células NK son la
principal fuente de IFN-y.

En contraste, la inmunizacidn de ratones nude, que carecen de linfocitos T, no produjo
una inhibicion significativa del crecimiento tumoral. Nuestros datos también revelan la
generacion de células T CD4" de memoria y la activacién de CDs por inmunizacién con células
de cdncer de mama que expresan STAT3Y705F. Tomados en su conjunto, los resultados
presentados aqui apoyan la nocién de que los LT CD4" activados probablemente por las CDs,
son necesarios para la respuesta inmune anti-tumoral inducida por la inmunizacién con células
de cancer de mama STAT3Y705F. En particular, las células NK son las efectoras de la
citotoxicidad contra el tumor, y su accién depende de la activacién de LT CD4" colaboradoras.
Por otro lado, comprobamos que estos LT CD4" tienen expresidon de marcadores de células de
memoria, con lo cual podemos suponer que en ellos reside el reconocimiento del tumor en la

administracion profilactica.
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Hasta el momento, el rol fundamental de los LT CD4" en la induccién de una respuesta
primaria y de memoria eficaz de los LT CD8" ha sido extensamente estudiado (Wiesel & Oxenius
2012). Sin embargo, actualmente existen numerosos trabajos que dan cuenta de la relacién
existente entre las células NK y los LT CD4", tanto para la induccién de respuestas contra
patégenos, como de respuestas anti-tumorales. Un estudio in vitro revelé que las células NK
humanas CD56" presentes en ganglios linfaticos pueden ser activadas por la IL-2 derivada de
células T (Fehniger et al. 2003). Estas células NK activadas por IL-2 producen altos niveles de
IFN-y, capaz de influenciar en el desarrollo de una respuesta inmune antigeno especifica. Esto
demuesta el rol de las células NK como inmunoreguladores innatos de la respuesta inmune
adapativa primaria. Por otro lado, se demostré que la comunicacién entre las células T y las
células NK humanas se requiere para mediar la respuesta contra la influenza y contra el
Plasmodium falciparum dependiente de las células NK productoras de IFN-y (He et al. 2004;
Horowitz et al. 2010). En un modelo de ratén de infeccién in vivo con Leishmania major, Bihl y
colaboradores demostraron que los LT CD4+ antigeno especificos eran necesarios para la
activacion de células NK (Bihl et al. 2010). En estudios recientes también se abordo la
importancia de la comunicacion entre LT y células NK en modelos de cancer. Estos estudios
revelaron que el control del crecimiento tumoral mediado por células T CD4" requiere la
presencia de células NK (Perez-Diez et al. 2007) y que las células T CD4" son necesarias para la
produccién de IFN-y por parte de las células NK (Li et al., 2007). Por otro lado, Ni vy
colaboradores observaron que la proteccién contra el crecimiento tumoral inducida por la
inyeccion de células NK pre-activadas con IL-12, IL-15 e IL-18 depende de la presencia de células
CD4" (Ni et al., 2012). En este trabajo, encontraron presencia simultdnea de células NK y de LT
CD4+ en el tejido tumoral, sugiriendo que su interaccidon podia ocurrir dentro de los tumores.
También demuestran la importancia de la IL-2 y de las células T CD4" para la expansion vy la
actividad antitumoral de las células NK pre-activadas (Ni et al. 2012). Todavia no se encuentran
completamente caracterizadas las moléculas involucradas en el didlogo entre LT CD4" y NK
durante las respuestas anti-tumorales. En nuestro caso, observamos un aumento en la
produccién de IL-2 en co-cultivos de esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con

células C4HD-STAT3Y705F con células C4HD salvajes. Esta citoquina podria ser en nuestro caso
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una de las moléculas que interviene en el didlogo cruzado entre LT CD4" y NK al igual que lo
descripto para otras situaciones (Fehniger et al. 2003; Ni et al. 2012).

La diferencia crucial entre los LT CD8" y los LT CD4" es la forma en que reconocen los
antigenos a través de dos vias separadas de procesamiento de antigeno. Los LT CD8"
reconocen, predominantemente, los antigenos enddgenos, aquellos antigenos intracelulares
gue son presentados por moléculas del CMH de clase I, que estan ubicuamente expresadas por
la mayoria de los tejidos normales y cancerosos. El reconocimiento directo de los antigenos en
el contexto del CMH de clase | por los LT CD8" citotdxicas resulta atractivo. Sin embargo, las
células tumorales son poco confiables en cuanto a su capacidad como presentadoras de
antigeno. En muchos casos, carecen de la activacién de moléculas co-estimulatorias y tienen
genomas inestables que son propensos a perder moléculas clave necesarias para el
procesamiento y presentacién de antigenos [15, 16].

La actividad citotéxica de las células NK esta finamente regulada por la integracién de
sefiales de receptores inhibitorios y activadores (Pegram et al., 2011). El receptor activador
NKG2D es de particular interés ya que se une a varias glicoproteinas de la superficie celular,
incluyendo en ratoén la proteina RAE-1 y H-60 (Diefenbach, et al 2001). En esta Tesis mostramos
que las células C4HD expresan RAE-1 y H-60, y en estudios previos se ha demostrado la
expresion de estos antigenos en células 4T1 (Takaki et al. 2005), lo que indica que ambas lineas
celulares son capaces de ser blanco de células NK, conduciendo a la eliminaciéon del tumor.

La inmunoterapia contra el cancer de mama que planteamos en este trabajo puede
resultar una vacuna tumoral muy atractiva, practica y genérica precisamente por el hecho de
gue confiere proteccion cruzada contra otros canceres de mama y contra otro tipo de cancer,
en este caso, colon. En la bibliografia se pueden encontrar algunos trabajos, en donde el uso de
diversas estrategias de inmunizacién induce una respuesta inmune que proporciona proteccién
cruzada. A continuacién, enumeraremos algunos ejemplos: i) la administracion de células CT26
de carcinoma de colon que sobre-expresan IL-12 en ratones produce el rechazo del tumor de
cancer de mama murino, LM3, a través de la participacion de LT CD8" citotdxicos (Adris et al.
2000); ii) la inmunizacién con células madre embrionarias humanas irradiadas promueve la

produccién de IFN-y en células T CD4" y el rechazo del tumor CT26 (Li et al. 2009); iii) la
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inmunizacién de ratones con una biblioteca de ADNc de tejido normal de prdéstata humano,
expresado a partir de vectores virales altamente inmunogénicos, genera una respuesta
dependiente de células T CD4" y células Th17 que rechaza el establecimiento de tumores de
prostata en ratén (Kottke, T. et al. 2011); iv) la inmunizaciéon con células irradiadas 4T1 co-
transfectadas con FIt3L y p53 inhibe el crecimiento de otra linea celular de cancer de mama vy
muestra un aumento de linfocitos secretores de IFN-y e IL-4 (Sang et al. 2005). Sin embargo, en
ninguno de estos trabajos se evalud la participacién in vivo de células NK. Nuestros resultados
sostienen que el efecto antitumoral inducido por la inmunizacién con células de cdncer que
expresan la proteina DNSTAT3 requiere de las células NK como efectoras de la citotoxicidad
contra el tumor, pero también de los LT CD4", lo que sugiere la existencia de antigenos
tumorales compartidos por los diferentes tipos de células tumorales con los que trabajamos
gue podrian servir de objetivo en esta terapia y de este modo validar la proteccion cruzada
observada.

Los experimentos utilizando células 4T1 como modelo de cancer de mama metastasico
mostraron que la inmunizacién con células 4T1 transfectadas con STAT3Y705F inhibe el
crecimiento tumoral y reduce el nimero de metastasis en pulmdn. Curiosamente, se encontrd
una disminucion en el nimero de células Treg y un aumento en las células NK que infiltran
tumores 4T1 creciendo en ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F en comparacion
con animales inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1. Esta correlacién inversa entre Tregs y las
células NK es apoyada por los hallazgos de Olkhanud y col., que demostraron que las Tregs son
necesarias para la metastasis de pulmdén de las células 4T1 y que la proteccién contra la
metdstasis reside en la poblacién de células NK (Olkhanud et al. 2009). Por otro lado, el
aumento del numero de células NK intratumorales correlaciona frecuentemente con un mejor
prondstico en los pacientes con cancer (Coca et al. 1997; Villegas et al. 2002) y también con
mejor sobrevida en ratones (Wendel et al. 2008).

Por otro lado, demostramos que la inmunizacién con células de cdncer de mama que
expresan la proteina DNSTAT3 también resultdé eficaz en un protocolo de administracion
terapéutica. Observamos que los tumores provenientes de ratones inmunizados con células

transfectadas con el vector STAT3Y705F tenian un menor tamafio tumoral y un menor grado
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histolégico que los de los ratones inmunizados con células pcDNA3.1. En un estudio de
seguimiento de pacientes con cancer de mama durante 10 afios mostré que el tamano del
tumor, el compromiso ganglionar y el grado histolégico del tumor son los factores prondsticos
mas importantes para la supervivencia a largo plazo (Soerjomataram et al., 2008). Estos mismos
factores son considerados predictores del establecimiento de metastasis a distancia (Rabbani &
Mazar, 2007). Esto resalta la importancia del hallazgo de que la inmunizacién con células que
tienen inhibida la activacion de STAT3 disminuye el grado tumoral, el crecimiento tumoral y las
metdstasis, ya que se tratan de los indicadores prondsticos mds importantes en cancer de
mama.

Actualmente el estudio de STAT3 como blanco para el desarrollo de una inmunoterapia
contra el cancer continlda siendo explorado mediante la utilizacién de multiples estrategias.
Entre estos enfoques podemos encontrar trabajos en donde bloquean in vivo a STAT3 por
delecion genética en células tumorales o en células del sistema inmune o por la administracién
de inhibidores farmacoldgicos (Floriddia, et al., 2011; Kortylewski et al., 2005; Liu et al., 2011;
Wang et al., 2004). Sin embargo, las tasas de éxito en la estimulacidon de la respuesta inmune
anti-tumoral de estas estrategias son variables, y hasta el momento la aplicacion clinica de
estos enfoques esta limitada al disefio de mecanismos que hagan posible la inhibicién in vivo
especifica del objetivo. En relacién a esto, recientemente se ha desarrollado otra estrategia
basada en el bloqueo in vivo de STAT3 en células del sistema inmune mediante el uso de siRNAs
contra STAT3 conjugados a secuencias CpG de activacion de receptores tipo toll (TLR). De esta
manera, se inhibe la expresidn de STAT3 en células de sistema inmune y esto potencia su
actividad contra el tumor (Kortylewski et al. 2009, 2010). Sin embargo, uno de los principales
problemas de las terapias basadas en el blogqueo sistémico de STAT3 es la aparicion de
manifestaciones autoinmunes. La inhibicién de STAT3 durante periodos de tiempo prolongados,
de mas de un mes, puede producir una sobre-activacion del sistema inmune, que conduce a
fendmenos como la colitis autoinmune, segun se informd previamente (Alonzi et al. 2004;
Welte et al. 2003). Nuestra estrategia anti-tumoral, al no estar basada en el bloqueo sistémico

de STAT3 mediante moléculas inhibitorias, no presenta este tipo de problemas. En nuestro
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caso, se induce una respuesta contra células tumorales, que no mostré ningun efecto adverso
en otros érganos.

En nuestro estudio proporcionamos el primer informe del uso de una vacuna de células
tumorales enteras que tienen inactivacion de STAT3. Este enfoque tiene la ventaja de que el
inmundgeno no es un Unico antigeno sino toda la gama de antigenos expresados por las células
tumorales presentados al organismo en el contexto de un microambiente inmuno-estimulatorio
compuesto por mudltiples citoquinas y quimioquinas pro-inflamatoria. Esto permite Ia
generacién de una respuesta inmune anti-tumoral eficaz para inhibir el desarrollo y crecimiento
tumoral. Existen numerosas evidencias previas del uso de vacunas celulares contra tumores
sélidos. En nuestro laboratorio, se desarrollé una inmunoterapia basada en la inoculacién de
células tumorales C4HD que tienen inhibida la expresidn del receptor de factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo | (IGF-IR) (Schillaci et al., 2006). En este trabajo demostraron que la
inmunizaciéon con células C4HD tratadas con un oligonucledtido antisentido para el IGF-IR
indujo una inhibicidn significativa del crecimiento del tumor C4HD con respecto a los tumores
de los grupos controles. En este caso, el efecto antitumoral resultd ser especifico para el tumor
C4HD, pues no se observd proteccidon cuando se desafio con otros tumores mamarios
singeneicos. A diferencia de lo observado en esta Tesis, la respuesta anti-tumoral observada en
este trabajo dependia de los LT CD8". Por otro lado, este tipo de estrategias ya han sido
probadas en pacientes con cancer, inclusive algunos ya han superado las pruebas de fase lll y
otras, como sipuleucel-T, ya han sido aprobadas por la FDA. Se han realizado ensayos clinicos
con vacunas basadas en la administracidon de células tumorales autélogas o heterdlogas junto
con adyuvantes, como el caso de GVAX (Cell Genesys), que consiste en la modificacion genética
de cualquier célula tumoral, autéloga o alogénica, para expresar GM-CSF (Ercolini et al. 2005;
Betty Li et al. 2009) o de Canvaxin (CancerVax) que se trata de una vacuna contra el melanoma
basada en la inyeccion de células de tres lineas celulares de melanoma irradiadas junto a BCG
(Hsueh et al. 1999; Morton et al. 1992). Sin embargo, hasta el momento existe una larga lista de
ensayos clinicos de vacunas celulares sin obtener los resultados esperados. Los estudios
preclinicos sugieren que las inmunoterapias tienen mayor probabilidad de éxito cuando la carga

de la enfermedad es baja y los mecanismos de tolerancia inmune son menos pronunciados. Sin
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embargo, los actuales ensayos clinicos de fase Il de vacunas contra el melanoma que han
resultado negativos fueron realizados en pacientes con melanoma avanzado. A pesar de estos
resultados negativos de los estudios realizados con vacunas celulares, hoy en dia se propone
gue cada plataforma individual de vacunacion y su estrategia tiene que ser evaluada en su
mérito cientifico propio.

En particular, nuestra propuesta es que frente a un paciente oncolégico dado, se podria,
luego de extirpar quirdrgicamente el tumor primario, cultivar in vitro a las células tumorales
tratarlas con un inhibidor farmacoldgico de la activacion de STAT3, irradiarlas y vacunar al
paciente con sus propias células modificadas. De este modo se podria inhibir la formacion de
metdstasis o la recurrencia tumoral, beneficiando a los pacientes con una inmunoterapia
antitumoral especificamente disefiada. El esfuerzo de la inmunoterapia en gran medida, estd
basado en aumentar la inmunogenicidad tumoral. Por muchos motivos, que ya hemos
enumerado y otros que se desconocen, el tumor escapa al ataque del sistema inmune o bien es
susceptible en un principio, pero luego del primer reconocimiento y ataque se hace resistente,
al seleccionarse aquellos clones capaces de no ser reconocidos. El mayor logro de la
inmunoterapia serd entender los mecanismos por los cuales los tumores se vuelven refractarios
al sistema inmune, para modular luego dichos procesos y lograr que el tumor vuelva a ser
reconocido y que el sistema inmune, en consecuencia, lo destruya. La éptima estrategia
inmunoterapéutica consistiria en lograr tres cosas simultaneamente: proveer una senal que
active al sistema inmune; eliminar los factores inhibitorios y evitar la propagacion de los
fenotipos inmuno-resistentes. Al respecto, los avances en el conocimiento del mecanismo de
accidn de las respuestas inmunitarias celulares antitumorales estan permitiendo el desarrollo
de nuevas generaciones de vacunas antitumorales. El paso clave ha sido el reconocimiento de la
necesidad de que células profesionales presentadoras de antigeno sean las que presenten los
antigenos tumorales al sistema inmunitario. Estos avances permitiran llevar a la practica clinica
potentes tratamientos de estimulacién de la respuesta celular antitumoral para la prevencion
de recidivas o el tratamiento primario del cancer. Para optimizar la respuesta terapéutica de los
protocolos de fortalecimiento del reconocimiento antigénico, se esta tendiendo a combinar a

las vacunas contra el cancer con otras terapias convencionales. Sin embargo, aun es necesario
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desarrollar un conocimiento mas profundo para determinar la modalidad 6ptima del uso de las
vacunas contra el cdncer en combinacidon, por ejemplo, con la quimioterapia, o la radiacion.
Otro punto en el que habrd que avanzar es en el uso de nuevos adyuvantes, los cuales son
indispensables para quebrar la tolerancia de los antigenos propios del tumor y vencer a la
inmuno-supresion inducida por el tumor. Con el correr de las investigaciones, hemos
comenzado a disecar a la respuesta inmune antitumoral y debemos, sin embargo, seguir

aprendiendo a correlacionar estos nuevos resultados con la clinica.

En conclusion, hemos demostrado, por primera vez, que es posible inhibir el
crecimiento de un tumor mamario induciendo una respuesta inmune protectora al inyectar
repetidas veces células tumorales que no pueden activar STAT3. Nuestros resultados,
demostrando que la inmunizacién tiene un efecto antitumoral y la caracterizacion de las

poblaciones celulares responsables de dicho efecto, tienen potencial aplicacién en la clinica.
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DISCUSION (CAPITULO Il1)

En el presente trabajo proporcionamos la primera evidencia de que la inhibiciéon de
STAT3 induce un programa de senescencia en células tumorales. Observamos luego de la
inactivacion de STAT3 por transfeccion con STAT3Y705F o por inhibicion con siRNA, varias
caracteristicas moleculares asociadas a senescencia, incluyendo una elevada actividad de SA-f3-
gal, un aumento en la expresidon de los inhibidores de ciclo celular p15INK4b y p16INK4a, y
cambios caracteristicos en la estructura de la cromatina, como el aumento de la metilacién de
la lisina 9 de la histona H3. Ademads, nuestros resultados demuestran que la senescencia de
células C4HD requiere de la expresién de p16INK4a, ya que su inhibicion en células que tienen
inactivacion de STAT3 disminuye la actividad SA-B-gal. Por otro lado, ya ha sido extensamente
descripto el requerimiento de STAT3 para la proliferacién de células de cancer de mama (Garcia
et al. 2001; Proietti et al. 2005). Interesantemente, la senescencia celular resultéd un mecanismo
importante en la inhibicion de la proliferacién de células de cancer de mama C4HD luego de la
inhibicidn del oncogén STAT3, ya que demostramos que la pérdida de la expresion de p16INK4a
restaura la proliferacidn celular in vitro de células transfectadas con siRNA contra STAT3 o con
STAT3Y705F. En base al requerimiento de la proteina pl6INK4a para la inducciéon de
senescencia y para la inhibicidn de la proliferacidén por inactivacion de STAT3, podemos sugerir,
gue al menos en las células C4HD, la supresién de STAT3 activa un programa de senescencia
celular a través de mecanismos similares a los observados para la induccién de senescencia por
activaciéon de un oncogén (Braig et al. 2005; Chen et al. 2005; Collado et al. 2005). De tal
manera, seria interesante poder estudiar en el futuro, si los otros genes supresores de tumores,
p53 y Rb, involucrados también en OIS, tienen alglin rol en nuestro modelo de induccién de
senescencia por inactivacion de STAT3. En particular, este estudio seria de especial interés ya
gue STAT3 inhibe de manera directa la expresidn de p53 mediante su unién al promotor de este
gen y la represion de su transcripcion (Niu et al. 2005). Se conoce, por lo tanto, que la
inactivacion de STAT3 puede permitir el restablecimiento de la funcién de p53 en aquellos

tumores en los cuales no se encuentra mutada. Es por esto, que habria que evaluar si su
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restablecimiento por la inhibicién del factor de transcripcién que reprime su expresion puede
promover la induccién de senescencia.

Los resultados obtenidos en este trabajo son acordes a lo observado por el grupo del Dr.
Felsher, que demostré por primera vez que la inactivacion de un oncogén, en este caso MYC, en
células de linfoma, osteosarcoma y en carcinomas hepatocelulares induce senescencia celular,
conduciendo a una disminucién del crecimiento tumoral (Wu et al. 2007). Estudios posteriores
de este grupo demostraron que los LT CD4" juegan un papel central en la regresién del tumor y
en la induccién de senescencia luego de la inactivaciéon de MYC. Las células CD4" no son las
Unicas relevantes en este trabajo, ya que encontraron que otros efectores inmunes del
huésped, como los macrdéfagos, las células NK, los mastocitos y las células B, pueden contribuir
con la respuesta anti-tumoral. En efecto, en este trabajo proponen que es posible que las
células T CD4" estén mediando en parte la regresién del tumor mediante el reclutamiento de
estas poblaciones efectoras. Esta funcién coordinadora de los LT CD4" los convierte en un
componente importante del mecanismo de regresidn por la inactivaciéon de oncogenes. Otra de
las caracteristicas interesantes de este trabajo, es la descripcion de un fenotipo secretor
caracterizado por la expresion de IFN-y, TNF-a y de IL-5, que se asemeja a lo observado en
nuestro trabajo luego de la inactivacion de STAT3 (Capitulo Il). Por otro lado, también se sabe
qgue la activacion de STAT3 modula la expresion de MYC en la gldndula mamaria, y que este
hecho es fundamental para la transformacidon mediada por c-Src de estas células (Bowman et
al. 2001). Con respecto a esto, en nuestro laboratorio se confirmé que STAT3 es requerida para
la conocida expresién de MYC inducida por progestagenos en células de cancer de mama (Rivas
et al. 2012; Sutherland 1991). Todas estas evidencias, y sumado a nuestros resultados de que la
vacuna de células tumorales que tienen inactivada la funcién de STAT3 induce una respuesta
inmune anti-tumoral mediada por células TCD4®, avalan nuestras observaciones sobre la
induccion de senescencia por inactivacion de STAT3.

Recientemente se sugirid que la inactivacidn de un oncogén puede alterar el equilibrio
de las vias pro- y antiapoptoticas permitiendo la induccién de apoptosis en tumores (Sharma et
al. 2006). En particular, es ampliamente conocido que la inhibicién de la activacion de STAT3

conduce a la apoptosis de células tumorales en diversos modelos de cancer, como por ejemplo,
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en células cancer de mama humano (Garcia et al. 2001), en mieloma (Catlett-Falcone et al.
1999) y en melanoma entre otros (Niu et al. 1999). En nuestro grupo hemos demostrado
previamente que la inhibicidn de la sefializaciéon de STAT3 induce apoptosis en células C4HD
(Proietti et al. 2005), pero, sin embargo, también encontramos que la inmunizacién con células
C4HD apoptéticas por irradiacion con UV no fue capaz de desencadenar una respuesta inmune
anti-tumoral (Schillaci et al., 2006). En cambio en este trabajo hemos demostrado que las
células C4HD y 4T1 que tienen inhibida la activacion de STAT3 pueden activar senescencia
celular. Por lo tanto, la inactivacion de STAT3 puede resultar en la inducciéon de distintos
programas celulares, que conducen desde la detencidon de la proliferacién por senescencia
hasta la muerte de la célula por apoptosis. Se describié para los tumores hematopoyéticos que
la inactivacion de MYC resulta en un arresto inicial de la proliferacion, acompafiado de
diferenciacién y senescencia, que conduce finalmente a una total eliminacidon por apoptosis
(Felsher et al. 1999). Por otro lado, la activacién de la quinasa del punto de control 2 (Chk2),
gue cumple un rol en la regulacidn del dafio al DNA, resulta en la detencion del ciclo celular por
la induccién dual de senescencia y de apoptosis en células de cdncer humanas (Hela y DLD1).
Sin embargo, hasta el momento no han sido dilucidados los mecanismos que favorecen la
activaciéon de un programa de apoptosis o de senescencia, pero se sabe que dependen del tipo
celular, de la intensidad y de la duracion de la sefial, asi como también de la naturaleza de los
dafos (d’Adda di Fagagna 2008). Por lo tanto, el destino celular depende de la combinacién de
numerosos factores intrinsecos y extrinsecos y es por esto que puede ser extremadamente
variable, incluso dentro de un mismo tipo celular.

También es conocido que STAT3 tiene un rol en la inmortalizacién de células tumorales,
mediante la induccion de la telomerasa humana (hTERT) (Konnikova et al., 2005), por lo que es
razonable que su inactivacidn resulte en senescencia.

Hasta el momento, existen numerosos reportes que indican que la supresion de STAT3
tiene consecuencias especificas en diferentes tipos de tumores. Aqui, mostramos por primera
vez que la inactivacion de STAT3 en distintas lineas de cancer de mama promueve la
senescencia celular. Nuestros resultados suman nuevas evidencias a los obtenidos por del

grupo del Dr. Felsher, y avalan la hipotesis de que la induccion de senescencia puede ser un
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mecanismo mas de regresidon tumoral por inhibicion de un oncogén. Si bien sabemos que la
inhibicién del crecimiento tumoral por inactivacién de un oncogén puede estar regulada por
numerosos mecanismos intrinsecos de las células y por mecanismos dependientes del entorno
celular, como la inhibiciéon de la angiogénesis, en nuestro trabajo postulamos a la senescencia
como un nuevo mecanismo intrinseco de las células tumorales gatillado por la inhibicién de
STAT3 en células de cancer de mama.

Por otro lado, nosotros observamos que la inmunizacién con células tumorales que
tienen inhibida la activacion de STAT3 induce una respuesta inmune anti-tumoral. Como
mencionamos previamente en la introduccion del capitulo 1ll, las células senescentes secretan
factores inmunomoduladores que pueden activar la inmunovigilancia. Por medio de su fenotipo
secretor asociado a senescencia, estas células pueden comunicarse con su entorno y, por lo
tanto influir en el microambiente tisular, atrayendo por ejemplo células del sistema inmune. El
laboratorio del Dr. Lowe demostré que la restauracion de la expresion de p53 en un modelo de
cancer hepatico de ratdn induce senescencia celular y regresién tumoral. Esta eliminacién de
las células tumorales fue llevada a cabo por células del sistema inmune, como macréfagos,
neutrofilos y células NK (Xue et al. 2007). También se ha explorado el rol de la senescencia en la
eliminacion de hepatocitos pre-cancerosos y se ha comprobado que la induccién de
senescencia en estas células es importante para promover una inmunovigilancia de células T
CD4" eficiente y por consiguiente la supresidn de la formacién de tumores en el higado. Si bien
los datos experimentales hasta el momento se limitan al higado, actualmente se ha comenzado
a especular que la senescencia puede tener un rol general en la “fase de eliminacién” de la
inmunovigilancia de tumores, segun lo postulado por Schreiber y Smyth (Schreiber et al.,
2011). Esta etapa descripta en la teoria de la inmunoedicién de tumores describe una fase
temprana en donde los tumores incipientes se detectan mediante la interaccion de células del
sistema inmune innato y adaptativo (Schreiber et al. 2011). Por otro lado, estudios recientes
sugieren que las respuestas inmunes contra las células senescentes no se limitan sélo al cancer
o células precancerosas, sino también a patologias no cancerosas. Se ha demostrado que
durante el dafio hepatico crénico y el desarrollo de fibrosis, un tipo especial de células

hepaticas, las células estrelladas, sufren senescencia y por lo tanto limitan la progresion de la
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fibrosis. Curiosamente, la restricciéon de la progresién de la fibrosis fue dependiente de la
eliminacion de las células estrelladas senescentes por accion de las células NK (Krizhanovsky et
al. 2008). En resumen, existe una creciente evidencia de que el control de las células
senescentes determina la aparicién del cdncer y progresion del cancer, el dafio tisular y el
envejecimiento, y se ha demostrado que las respuestas inmunes contra las células senescentes
tienen un papel importante en el cancer asi como también en patologias no cancerosas.

Recientemente se publicd un trabajo en donde desarrollaron una inmunoterapia basada
en la preparacion in vitro de células senescentes, por tratamiento con el inhibidor veliparb, que
actua inhibiendo la funcion de reparacion de ADN de la polimerasa poli(ADP-ribosa), junto con
radiacion ionizante y en su posterior inyeccién en ratones portadores de melanoma. La
inmunizacién con estas células tumorales senescentes, productoras de citoquinas
inmunoestimuladores resultd eficaz en la induccion de una respuesta inmune anti-tumoral
mediada por linfocitos T CD8" citotdxicos (Meng et al. 2012).

En base a estos antecedentes, nuestros resultados sugieren que la senescencia inducida
por inhibicién de STAT3 en las células de cancer de mama de ratén 4T1 y C4HD puede estar
involucrada en la respuesta inmune inmune anti-tumoral que observamos cuando inyectamos
estas células en ratones a modo de una vacuna celular. Nosotros postulamos que: 1) las células
tumorales senescentes secretan factores inmunomoduladores que pueden reclutar células del
sistema inmune al sitio de inmunizacién y promover la activacién y maduracion de CDs; 2) las
CDs maduras pueden interaccionar con LTh virgenes en ganglios linfaticos permitiendo la
induccion de una respuesta inmune celular y la generacién de células T CD4" de memoria; y 3)
las células T CD4" pueden promover mediante la secrecién de citoquinas Th1 (IL-2 e IFN-y) la

activacion de células NK lo que conduce a su citotoxicidad contra el tumor salvaje (Figura 58).
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Figura 58. Esquema representativo de la inducci n de una respuesta anti-tumoral por inmunizaci n con c lulas
tumorales que tienen inhibida la activaci n de STAT3. Las células tumorales senescentes que sobre-expresan
STATY705F, y por lo tanto tienen disminuida la activacion de STAT3, secretan factores inmunomoduladores que
pueden reclutar células del sistema inmune al sitio de inmunizacién y promover la activaciéon y maduracién de CDs.
Las CDs maduras pueden interaccionar con LTh virgenes permitiendo la induccion de una respuesta inmune celular
y la generacién de células T de memoria. En presencia de las células tumorales salvajes, las células T CD4" pueden
promover mediante la secrecion de citoquinas Thl (IL-2 e IFN-y) la activacidén y su consecuente aumento de

citotoxicidad de células NK.

En conclusién, hemos demostrado que la inhibicion de la senalizacion de STAT3 en
células de cancer de mama resulta en un inmunadgeno eficaz capaz de activar el sistema de
inmunovigilancia e inhibir el crecimiento del cancer de mama y sus metastasis. La induccion
de senescencia celular después de la inactivacion STAT3 es un nuevo hallazgo que abre

nuevas estrategias para la investigacion y aplicacion clinica de las inmunoterapias en cancer



ANEXO



Tabla A. Caracter sticas clinicopatol gicas de los pacientes

Caracteristica N2 pacientes /
Numero total de pacientes 39
Edad (afios)
Media 55
DE 12.3
Rango 32-78
Menopausia
Premenopausica 14 38
Postmenopdusica 23 62
No documentado 2
Tamaio del tumor
T1 19 51
T2 17 46
T3 1 3
T4 0 0
No documentado 2
Estadio de compromiso de nédulos linfaticos
Negativo 22 59
Positivo 15 41
No documentado 2
Metastasis a distancia
MO 37 97
M1 1 3
No documentado 1
Sitio de localizacién de las metastasis
Hueso 1
Estadio clinico
I 15 38
I 14 36
1] 7 18
vV 3 8
Grado tumoral
1 3 8
2 19 53
3 14 39
No documentado 3
Receptores hormonales
RE+ RP+° 27 78
RE+ RP- 4 11
RE- RP+ 0 0
RE- RP- 4 11
No documentado 4

°RE: Receptor de estrégenos. RP: Receptor de Progesterona.
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